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XII 
Abstract 
 
The presented thesis deals with modifications and extensions of a promising method called 
active specific immunotherapy (ASI). This method generates anti-tumor responses in tumor 
patients, by using a vacciantion strategy employing autologous virusinfected viable but 
inactivated tumor cells. The aim of this study was to test whether anti-tumor effects could be 
further augmented by using recombinant NDV strain LaSota (NDFL(+)) instead of wildtype 
NDV strain Ulster as a vector for additional potential therapeutic genes. Two new viral 
vectors were available for this purpose: The first, NDFL(IL-2), had incorporated the gene 
coding for human Interleukin-2 (IL-2), a T lymphocyte growth factor, the second, 
NDFL(GM-CSF), contained the gene for human granulocyte-macrophage-colony-stimulating 
factor (GM-CSF), which could exert additional effects on antigen presenting cells (APCs) 
such as Dendritic cells (DCs). 
 
It could be shown that infection of different types of tumor cells by NDFL(IL-2) or 
NDFL(GM-CSF) results in the expression of biologically active and stable IL-2 or GM-CSF, 
respectively. Gene expression correlated with the competence of the respective viruses to 
replicate in the particular tumor cells. In an in vitro tumor neutralisation assay (TNA), it could 
be shown, that immune cells are better activated to exert anti-tumor activity by a tumor 
vaccine prepared with NDFL(+) than by a vaccine prepared with NDV Ulster. Superior anti-
tumor effects could be demonstrated for the recombinat variants NDFL(IL-2) and 
NDFL(GM-CSF) in comparison to NDFL(+). 
This improved anti-tumor effect of the LaSota wildtype and its recombinant variants was not 
due to changes in virus binding, replication, selectivity or reinfection capacities. It could 
rather be shown that LaSota viruses induce more apoptosis in the infected tumor cells than 
NDV Ulster resulting in a more efficient production of oncolysates available for processing 
by APCs. Danger signals which arise during generation of oncolysates by the virus seem to be 
responsible for APC activation. In addition, expression of GM-CSF by NDFL(GM-CSF) 
infected vaccine cells supported an increase in the co-stimulatory capacities of DCs as well as 
their recruitment and maturation. 
Furthermore, it could be shown that NDV leads to a strong induction of IFN-α by stimulating 
toll like receptor (TLR) expressing purified plasmacytoid dendritic cells and to activation of 
monocytes. NDFL(+) infected vaccine cells caused a better activation of CD14+ monocytes 
and led to a stronger expression of tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand 
(TRAIL) than NDV Ulster. Involvement of TRAIL in the anti-tumor effect of the viruses 
shown in the TNA could be demonstrated. The increase of TRAIL expression by NDFL(+) 
seems to be partly responsible for the accelerated anti-tumor effect of NDFL(+) in 
comparison to NDV Ulster. 
Contact of NDFL(+) infected vaccine cells with purified human NK cells also caused their 
activation, which could be further increased by NDFL(IL-2) or NDFL(GM-CSF) infection. 
Concerning effects on purified human T cells only NDFL(IL-2) infected tumor cells were 
able to induce accellerated exocytotic activity, CD69 and IFN-γ expression by CD8+ T cells. 
The IFN-γ response seemed to contribute to the further increased TRAIL expression of 
CD14+ monocytes stimulated by NDFL(IL-2) infected vaccine cells in comparison to 
NDFL(+) infected vaccine cells.  
In an autologous in vitro system, which includes tumor vaccine cells and T cells from tumor 
draining lymph nodes of HNO tumor patients, only NDFL(IL-2) infected vaccine cells were 
able to activate preexisting immune memory cells and to stimulate them to secrete IFN-γ. The 
use of autologous tumor cells appeared to be prerequisite for such ELISpot responses. 
In conclusion, it could be shown that recombinant NDV can be a very useful vector for the 
introduction of therapeutic genes into a tumor vaccine. 
   Zusammenfassung 
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Zusammenfassung 
 
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Modifikation einer erfolgreichen Methode zur 
Erzeugung von Anti-Tumor-Immunantworten bei Krebspatienten. Diese sogenannte aktiv 
spezifische Immuntherapie (ASI) bedient sich der Vakzinierung mit lebenden, inaktivierten 
und durch Newcastle Disease Virus (NDV) infizierten patienteneigenen Tumorzellen.  
Die antitumoralen Effekte der etablierten NDV Ulster (NDV) basierten Tumorvakzine sollten 
in dieser Arbeit durch den Einsatz rekombinanter NDV Viren vom Stamm LaSota (NDFL(+)) 
und durch Integration therapeutischer Gene in deren Genom verbessert werden. Zwei neue 
virale Vektoren standen für diese Aufgabe zur Verfügung: NDFL(IL-2) trägt das Gen für 
humanes Interleukin-2 (IL-2), einem Wachstumsfaktor für T-Lymphozyten, und NDFL(GM-
CSF) das Gen für humanen granulocyte-macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF), 
der Einfluss auf antigen-präsentierende Zellen (APZ), wie z.B. Dendritische Zellen (DZ) hat.  
Es konnte gezeigt werden, dass Infektion mit NDFL(IL-2) oder NDFL(GM-CSF) in 
verschiedenen Tumorzellen zur Expression von biologisch aktivem IL-2 bzw. GM-CSF führt. 
Die Genexpression korrelierte mit der gemessenen Replikation der Viren in den einzelnen 
Zelllinien.  
Die verwendeten rekombinanten LaSota-Viren zeigten im Vergleich zu NDV Ulster eine 
gesteigerte Fähigkeit Immunzellen gegen den Tumor zu aktivieren. Es konnte ferner 
nachgewiesen werden, dass die rekombinanten Varianten NDFL(IL-2) und NDFL(GM-CSF) 
in einem neu etablierten in vitro Tumor-Neutralisations-Assay (TNA) stärkere antitumorale 
Wirkungen entfalten als ihr Wildtyp NDFL(+).  
Diese verbesserte antitumorale Wirkung war nachweislich nicht auf Veränderungen von 
Eigenschaften im Bereich Bindung, Replikation, Tumorselektivität oder Reinfektion 
zurückzuführen. Vielmehr konnte gezeigt werden, dass die LaSota-Viren im Vergleich zu 
NDV Ulster stärker Apoptose in den Vakzinezellen induzieren, was zu einer verstärkten 
Produktion von Onkolysaten und damit zu einer verbesserten Antigenpräsentation durch 
APZs führt. Verantwortlich dafür scheinen Gefahrensignale zu sein, die von virusinfizierten 
Onkolysaten ausgehen. Die Expression von GM-CSF durch NDFL(GM-CSF) führt zu einer 
zusätzlichen Verbesserung der ko-stimulatorischen Kapazitäten von DZ sowie zu ihrer 
Rekrutierung und Reifung.  
Außerdem führte der Kontakt mit NDV zu einer starken Expression von IFN-α durch 
aufgereinigte, Toll Like Receptor (TLR) positive plasmazytoide Dendritische Zellen (PDZ). 
Es konnte weiter gezeigt werden, dass NDFL(+) infizierte Vakzinezellen zur besseren 
Aktivierung von CD14+ Monozyten und im Vergleich zu NDV Ulster, zu einer stärkeren 
Expression von TNF related apoptosis inducing ligand (TRAIL) führen, was teilweise die 
Begründung für die gesteigerte antitumoralen Wirkung von NDFL(+) darstellen könnte.  
NDFL(+) infizierte Vakzinezellen führen bei aufgereinigten NK-Zellen zur Aktivierung, die 
im Fall einer NDFL(IL-2)- oder NDFL(GM-CSF)-Infektion weiter gesteigert werden kann.  
Außerdem sind nur NDFL(IL-2) infizierte Vakzinezellen in der Lage CD8+ T-Zellen zu 
aktivieren und zu Exozytose-Aktivität sowie zur Sekretion von IFN-γ anzuregen. Dieses  
IFN-γ scheint mit der gesteigerten TRAIL-Expression durch NDFL(IL-2) infizierte 
Vakzinezellen auf CD14+ Monozyten in Zusammenhang zu stehen. 
In einem autologen in vitro Assay, bestehend aus primären Tumorzellen und T-Zellen von 
zugehörigen Tumor-drainierenden Lymphknoten von HNO-Tumor-Patienten, waren nur die 
NDFL(IL-2) infizierten autologen Tumorzellen in der Lage vorhandene Memory-T-Zellen zur 
Produktion von IFN-γ anregen. Die Verwendung von autologen Tumorzellen scheint dabei für 
die Aktivierung im ELISpot-Assay unbedingt erforderlich zu sein.  
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass rekombinantes NDV als Vektor für die 
Einführung potentieller therapeutischer Gene in eine Lebendzell-Vakzine als sehr nützlich 
angesehen werden kann.
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1 Einleitung 
 
1.1  Allgemeine Einführung 
 
Krebs ist mit mehr als 10 Millionen Erkrankungen pro Jahr eine der meistverbreitetsten 
Krankheiten. Lungen-, Darm- und Magenkrebs sind dabei die am häufigsten auftretenden 
Formen. Hauptursachen der Krebsentstehung sind unter anderem das Rauchen, genetische 
Faktoren, Schadstoffbelastung, infektiöse Erreger oder falsche Ernährung. 
Die Arten der Krebserkrankungen sind oft von geographischen, demographischen und 
geschlechtsspezifischen Faktoren abhängig. Im Jahr 2000 starben weltweit 6,2 Millionen 
Menschen an Krebs, was etwa 12,6 Prozent aller Todesfälle ausmacht.  
In Deutschland ist Krebs nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithäufigste 
Todesursache. Pro Jahr sterben hier etwa 210.000 Menschen an Krebs. 330.000 
Krebsneuerkrankungen werden jährlich festgestellt. Die häufigste Tumorart beim Mann ist 
hierzulande Prostatakrebs, gefolgt von Dickdarm- und Lungenkrebs. Frauen erkranken 
besonders häufig an Brustkrebs und Dickdarmkrebs (Robert Koch Institut 2004, Krebsatlas 
DKFZ). 
 
 
1.1.1  Tumorentstehung und Metastasierung 
 
Krebs ist eine Erkrankung, die durch genetische Veränderung körpereigener Zellen entsteht. 
Dabei kommt es durch verschiedenste Faktoren zu Mutationen im Erbgut der Zelle. 
Besonders interessant für die Entstehung von Tumoren sind dabei Gene, die z.B. die 
Zellteilung regulieren. So kann es bei einigen Genen zu Mutationen kommen, die z.B. 
daueraktive Proteine hervorbringen. Ein Beispiel für ein solches Protein ist Ras (Campbell 
and Der, 2004; Bos, 1989). Solche veränderten, die Tumorentstehung begünstigenden Gene 
bezeichnet man als Onkogene. Aber auch Gene, die als Tumorsuppressoren wirken, den 
Zelltod einleiten oder das Alterungsprogramm der Zelle aufrecht erhalten sind potentielle 
Kandidaten bei deren Veränderung die Tumorentstehung begünstigt wird. 
Häufen sich solche Schädigungen an, so entstehen Zellen, die unbegrenzt wachsen können, 
wodurch ein Mikrotumor entsteht, der durch weiteres Wachstum und Rekrutierung von 
Blutgefäßen (Angiogenese) an Größe gewinnt. 
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Man unterscheidet zwischen benignen und malignen Tumoren. Bei benignen Tumoren 
handelt es sich um einen Tumorzellverband, der seine natürlichen Gewebsgrenzen einhält und 
auf sein Ursprungsgewebe begrenzt bleibt. Maligne Tumoren hingegen gewinnen durch 
Anhäufung zusätzlicher genetischer Veränderungen die Fähigkeit hinzu, invasiv in das 
umgebende Gewebe einzuwachsen. Dies kann z.B. die Fähigkeit sein, die Kontaktinhibition 
zu überwinden, die Migrationsfähigkeit zu verbessern oder der Zelle die Möglichkeit zur 
Proteolyse von Gewebsbestandteilen zu geben. Sie durchbrechen die Basalmembranen, die als 
abgrenzende Strukturen zwischen den Geweben liegen und wandern aktiv in das benachbarte 
Gewebe oder auch in die Wände von Adern oder Lymphgefäßen ein. Wenn diese Zellen in 
die Lage versetzt werden, sich aus ihrem Zellverband zu lösen und sich der körpereigenen 
Immunabwehr zu entziehen, können sie nun in die Blut- oder Lymphbahnen eindringen und 
werden mit dem Blut- oder Lymphstrom weitertransportiert. Sie können so z.B. in die 
regionalen Lymphknoten gelangen und dort zu Lymphknotenmetastasen heranwachsen. Aber 
auch die Verbreitung an die unterschiedlichsten Stellen im Körper ist möglich. Von ihrem 
Ansiedlungspunkt aus dringen die Tumorzellen dann in das umliegende Körpergewebe ein, 
wo sie sich festsetzen, teilen und Tochtergeschwülste, die sogenannten Metastasen bilden 
können. Die Todesursache der meisten Tumorpatienten ist die Ausbildung solcher Metastasen 
in verschiedenen Geweben und die damit verbundene Zerstörung der betroffenen Organe und 
ihrer Funktion. Wie schnell und wie erfolgreich dieser Metastasierungsprozess abläuft, hängt 
unter anderem von der Immunogenität der Tumorzelle und dem Immunsystem des 
Tumorträgers ab. 
 
 
1.1.2  Traditionelle Tumor-Therapieformen 
 
Die Behandlung des primären Tumors von Krebspatienten ist bei vielen Krebsarten 
heutzutage operativ recht gut möglich, besonders wenn die Erkrankung frühzeitig 
diagnostiziert werden kann. Je kleiner sich der Tumor darstellt, desto höher sind die 
Heilungschancen. Problematisch wird die Behandlung, wenn es bereits zu metastatischen 
Absiedlungen gekommen ist. 
Als Standardtherapien werden operative Methoden, Chemotherapie und Strahlentherapie  
eingesetzt. 
Die Chemotherapie bzw. die dabei eingesetzten Chemotherapeutika wirken auf alle sich 
teilenden Zellen, wozu auch die Krebszellen gehören. Allerdings hat diese Therapieform auch 
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Nachteile. Sie weist zum einen starke Nebenwirkungen auf, da sie auch normale 
teilungsaktive Körperzellen, wie etwa in Haarwurzeln oder der Darmschleimhaut angreift. 
Außerdem ist ihr Erfolg eher auf schnell wachsende Tumore begrenzt, während langsam 
wachsende Tumore schwer therapierbar sind. Trotzdem ist diese Therapieform eine der 
wenigen, die neben dem Primärtumor auch gegen Metastasen wirksam ist, während Operation 
oder Bestrahlung nur lokal am Tumor wirken und die Metastasen aussparen. 
Die Bestrahlungstherapie wird mit hochenergetischen γ-Strahlen durchgeführt, die die DNA 
des bestrahlten Gewebes irreparabel schädigen und so die Reproduktion der Zellen 
verhindern. Problematisch ist es, umliegendes gesundes Gewebe von der Bestrahlung 
auszuschließen. Die Bestrahlung wird oft mit der Operation kombiniert, um verbliebene 
Tumorzellen abzutöten. 
Um die Therapiemöglichkeiten zu verbessern, wird nach weiteren Therapiemethoden gesucht, 
die eine möglichst hohe Selektivität gegenüber den Tumorzellen aufweisen, am Tumor eine 
starke Wirksamkeit entfalten, aber gesunde, nicht maligne Zellen verschonen. Dabei rücken 
immer mehr gentherapeutische und immuntherapeutische Methoden in den Vordergrund. 
Aber auch andere Ansätze, wie z.B. Angiostatika, die die Blutgefäßbildung am Tumor 
hemmen, Hyperthermie (lokal induzierte Überwärmung des Tumors), Lasertherapie oder 
Proteasom-Inhibitoren, wie z.B. Bortezomib, werden ergänzend eingesetzt (Richardson et al., 
2003). 
 
 
1.2   Gentherapie von Tumoren 
 
Bei der Gentherapie werden gezielt Gene in Gewebe und Zellen eingebracht, um dadurch 
einen therapeutischen Nutzen für den Patienten zu erreichen. Dabei wird immer mehr 
versucht statt systemischer Applikation Methoden zu etablieren, die den Wirkstoff erst am 
gewünschten Wirkungsort zum Einsatz bringen, um so das Nebenwirkungsrisiko zu mindern. 
Die Therapieform wird in laufenden Studien verschiedener Gebiete der Medizin, 
hauptsächlich aber in der Krebstherapie eingesetzt wie Abb. E1 zeigt. 
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Abb. E1 Darstellung des Einsatzes gentherapeutischer Ansätze aufgeschlüsselt nach Typ der Erkrankung 
oder der Verwendung für andere Zwecke in klinischen Studien. n gibt die Anzahl der Studien im jeweiligen 
Bereich an. 
 
 
Für den Transfer der therapeutischen Gene gibt es verschiedene Methoden, die zum größten 
Teil auf sogenannten Vektoren basieren. Diese ermöglichen es, die Gene gezielt in die 
Zielzellen einzubringen. Es besteht die Möglichkeit eines ex vivo Gentransfers, wobei die 
Gene in isolierte körpereigene Zellen eingebracht werden, die dann modifiziert wieder 
reimplantiert werden. Hierbei haben oft nicht virale Vektoren Vorteile, da sie rein und 
kostengünstig produziert werden können. Sie weisen jedoch eine immer noch recht geringe 
Effizienz auf. Weniger aufwendig sind in vivo Transfers, da sie keine Isolation der zu 
modifizierenden Zellen erfordern. Um hier jedoch effizient und gezielt arbeiten zu können, 
muss der Vektor eine möglichst hohe Effizienz und Selektivität besitzen. Daher werden für 
die Transfers oftmals Viren verwendet. Virale Vektoren haben durch ihre biologische 
Funktion eine hohe Effizienz im Befall von Wirtszellen und zeigen oft eine gute Selektivität. 
Allerdings weisen sie auch Gefahren durch Mutagenese oder Induktion von Immunantworten 
auf.  
Die nachstehende Tabelle T1 zeigt, dass es sich bei den zur Zeit genutzten Vektoren 
hauptsächlich um Retroviren und Adenoviren handelt. 
 
 
Krebserkrankungen 66% (n=675)
Gefäßkrankheiten 8,1% (n=85)
Infektionskrankheiten 6,6% (n=68)
Andere Krankheiten 2,9% (n=31
Genmarkierung 5,3% (n=52)
Gesunde Freiwillige 1,2% (n=16)
Monogene Krankheiten 9,4% (n=93)
Anwendung der Gentherapie in klinischen Studien 
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Verwendung viraler Vektoren in klinischen Gentherapiestudien 
 
Virus Anzahl der Studien Anteil [%] 
Retroviren 261 25,6 
Adenoviren 260 25,5 
Pox Viren 56 5,5 
Vakzinia Viren 36 3,5 
Herpes Viren 32 3,1 
Adeno-assoziierte Viren 27 2,6 
Lentiviren 3 0,3 
Masernviren 1 0,1 
Semliki Forest Viren 1 0,1 
      
 
Tabelle T1 Anteile der einzelnen Virenarten an den mit viralen Vektroen durchgeführten klinischen 
Gentherapiestudien. Darstellung als absolute Anzahlen und prozentuale Anteile.  
Quelle: The Journal of Gene Medicine 2005 (www.wiley.co.uk/genmed/clinical/) 
 
 
Es existieren aber auch Viren, die nicht nur als Vektoren für Gene, sondern auch wegen ihrer 
lytischen Eigenschaften in der Krebstherapie Anwendung finden. Solche Viren befallen 
Tumorzellen und lösen diese bei ihrer Replikation auf, weshalb sie auch als onkolytische 
Viren bezeichnet werden. Dazu gehören unter anderem das Reovirus, das Vesikuläre 
Stomatitis Virus, Masernviren, autonome Parvoviren und das Newcastle Disease Virus. 
Es ist möglich diese Viren systemisch durch Injektionen einzusetzen (Phuangsab et al., 2001; 
McCart et al., 2001; Todo et al., 1999), oder aber durch spezielle Targetingstrategien dafür zu 
sorgen, dass das Virus nur bestimmte Ziele erreicht (Bian et al., 2005). 
 
 
1.3 Newcastle Disease Virus (NDV) 
 
Das Newcastle Disease Virus gehört zur Gattung der Rubulaviren und damit zur Familie 
Paramyxoviridae. Sein schematisches Erscheinungsbild ist in Abb. E2 dargestellt. Das Virus 
ist Erreger der atypischen Geflügelpest, die sämtliche Vogelarten befallen kann. Für den 
Menschen ist das Virus größtenteils ungefährlich und kann höchstens eine Konjunktivitis oder 
Laryngitis verursachen. 
Es hat einen Durchmesser von 150 bis 300nm und besitzt als RNA Virus ein einzelsträngiges 
RNA Genom mit negativer Orientierung. Dieses ist in eine Plasmamembran-Hülle verpackt 
und kodiert für sechs Gene. Durch Expression des Genoms entstehen die Proteine 
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N(ukleo)P(rotein), P(hosphoprotein) und das L(arge)-Protein, die das Nukleokapsid, in das 
die RNA verpackt ist, aufbauen.  
Zusätzlich enthält das Genom die RNA-Sequenzen für die Hüllproteine M(atrix)-Protein, das 
unglykolysiert ins Hüllinnere ragt, sowie die Oberflächenproteine 
H(ämagglutinin)N(euraminidase) und F(usions)-Protein, die als sogenannte Spikes 
glykosyliert nach außen zeigen (Schirrmacher et al., 1999). Der Bindungs und 
Replikationszyklus verläuft wie in Abb. E3 dargestellt. 
Das HN-Protein ist für die Oberflächenadsorption des Virus an Wirtszellmembranen 
verantwortlich. Es besitzt eine zweistufige Sialidaseaktivität, die in der Lage ist 
Sialinsäurereste auf 
glykosylierten 
Zelloberflächen zu binden 
und anschließend deren 
Abspaltung zu katalysieren. 
Eine zweite Bindungsstelle 
für Sialinsäurereste wurde 
kürzlich entdeckt (Zaitsev et 
al., 2004; Bousse et al., 
2004). Nach erfolgter 
Adsorption ist das F-Protein 
für die Fusion zwischen Virushülle und Wirtszellmembran zuständig (Morrison, 2003). Dies 
bewirkt, dass das Nukleokapsid in das Zytoplasma der Wirtszelle eindringen kann. 
Das Negativstrang-RNA-Genom wird dann repliziert. Die entstandene Positivstrang-RNA 
stellt die Matrize für die Transkription neuer viraler Proteine und für die Replikation des 
Genoms dar. Die für alle Vorgänge nötige RNA abhängige RNA-Polymerase wird aus den 
Proteinen NP, P und L gebildet. Die Hüllproteine werden an ER-ständigen Ribosomen 
synthetisiert und gelangen so über den Golgi-Apparat zur Plasmamembran. Auf dem Weg 
dorthin werden sie posttranslational modifiziert und glykosyliert. Alle Capsidproteine werden 
an freien Ribosomen im Zytoplasma gebildet, mit dem RNA-Genom zu neuen 
Nukleokapsiden zusammengesetzt und an der Plasmamembran abgeschnürt, so dass neue 
Viren entstehen (Nagai et al., 1989).  
 
 
 
Abb. E2  Schematische Darstellung des Aufbaus eines
Newcastle Disease Virus und Beschreibung der viralen Proteine 
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Abb. E3  Schematische Darstellung des Replikationszyklus von NDV. Dargestellt sind die Prozesse von der 
Adhäsion des viralen Partikels bis zur Abschnürung neuer Viren. 
 
 
Das F-Protein ist zu diesem Zeitpunkt noch nicht funktionsfähig (F0-Protein) und benötigt 
proteolytische Aktivierung an einer internen Spaltstelle, deren Aminosäure-Sequenz die 
Spaltbarkeit durch verschiedene Proteasen festlegt. Die Länge des HN-Proteins in 
Kombination mit der Spaltsequenz des F-Proteins scheinen die wichtigsten Parameter zu sein, 
die festlegen, ob ein NDV-Virusstamm virulent (velogen oder mesogen) oder avirulent 
(lentogen) ist (Romer-Oberdorfer et al., 2003). 
Virulente Stämme, wie z.B. Italien, 73-T oder Texas haben eine aktive Kombination und 
besitzen dadurch die Fähigkeit zur Neuinfektion von weiteren Wirtszellen. Es kommt zu einer 
multizyklischen Replikation, die gesamteTumorzellpopulationen zerstören kann, weshalb 
diese Viren auch als lytisch bezeichnet werden. 
Die avirulenten Virenstämme, wie z.B. Ulster, LaSota oder Queensland besitzen in der Regel 
eine inaktive Kombination dieser beiden Parameter. Ihr F0-Protein kann durch die Proteasen 
der meisten Zellen nicht gespalten werden. Aufgrund dessen sind sie nicht in der Lage sich in 
Zellen multizyklisch zu replizieren. Sie werden daher auch als nicht lytisch bezeichnet. 
Allerdings sind diese Viren immer noch in der Lage infektiöse Partikel in Geflügelzellen, wie 
z.B. Hühnerembryozellen zu generieren, da hier die benötigten Proteasen aktiv sind. Dies 
wird für die Produktion avirulenter Viren ausgenutzt (siehe 1.6).  
Wichtig für die Verwendung in menschlichen Tumorvakzinen ist darüber hinaus die Fähigkeit 
von NDV, stimulatorische Aktivitäten durch Hochregulierung von HLA-ABC und HLA-DR 
Replikationszyklus von NDV
Adhäsion
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Hämagglutinin Neuraminidase
Fusionsprotein
Repli-
kation
Prozessierung
Trans-
lation
Abschnürung
Zusammenbau
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auf Tumorzellen zu übertragen, die Zelladhäsion durch Expansion von 
Adhäsionsmoleküldichten zu verbessern, lokal Chemokine (RANTES, IP-10) und Zytokine 
(Interferon-α und β) zu induzieren und so eine gesteigerte Entzündungsreaktion am Ort der 
Applikation zu induzieren. Außerdem werden T- und andere Immunzellen rekrutiert und 
aktiviert (Washburn and Schirrmacher, 2002). Das virale HN-Protein scheint zusätzlich eine 
ko-stimulatorische Funktion zu besitzen (Ertel et al., 1993). Dies ist bei der T-Zell-
Aktivierung ein großer Vorteil, da T-Lymphozyten diese ko-stimulatorischen Signale für ihre 
Aktivierung benötigen, sie aber von den Tumorzellen unter normalen Umständen oft nicht 
bekommen.  
 
 
1.4 NDV und seine Anwendung in der Tumor-Therapie 
 
Die Feststellung, dass NDV in der Lage ist, sich um ein Vielfaches besser in humanen 
Tumorzellen zu replizieren als in den meisten normalen humanen Zellen (Bar-Eli et al., 1996; 
Tzadok-David et al., 1995; Reichard et al., 1992), machte dieses Virus zu einem interessanten 
Kandidaten für die Entwicklung von antitumoralen Therapien.  
Von großem Vorteil ist dabei die Tatsache, dass das Virus nicht toxisch ist, gute Zell-
Bindungseigenschaften aufweist und eine selektive Replikation in Tumorzellen besitzt. Diese 
selektivite Replikation ist unabhängig von der Zell-Proliferation. Aufgrund der fehlenden 
Toxizität und der hohen Selektivität bestehen daher kaum Bedenken bei einem 
therapeutischen Einsatz des Virus. Auch das Risiko des Überspringens auf den Menschen ist 
bei einem Vogelvirus recht gering. 
Sowohl lytische als auch nicht lytische Viren wurden für therapeutische Zwecke eingesetzt. 
Dabei wurden drei verschiedene Ansätze verfolgt. Der erste Ansatz besteht in der direkten 
Anwendung als lytischem Virus, um Tumorzellen durch die Virusreplikation zu zerstören 
(Kirn and McCormick, 1996). Darauf folgte die Vakzinierung mit Tumorzelllysaten, 
sogenannten Onkolysaten, die nach Infektion mit lytischen Viren gewonnen wurden, um 
postonkolytische Langzeit-Anti-Tumor-Immunität zu erzeugen (Batliwalla et al., 1998). 
Schließlich wurde NDV zur Herstellung einer Lebend-Zell-Vakzine verwendet, da derartige 
Vakzinen sich als immunogener heraustellten als Onkolysate (Ockert et al., 1996; 
Schirrmacher et al., 1993). 
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1.3.1 Onkolytische Viren 
 
Zunächst wurde in der Therapie die Fähigkeit der lytischen Viren ausgenutzt, selektiv 
Tumorzellen zu zerstören. Die multizyklische Replikation ermöglicht es diesen Virusstämmen 
Tumorzellpopulationen sehr schnell zu lysieren, da sich die infizierten Zellen und damit auch 
die Zellen, die neues Virus produzieren, exponentiell vermehren. Das Abschnüren neuer 
Viruspartikel und die Beladung der Plasmamembran infizierter Zellen mit viralen 
Oberflächenproteinen führt zur Fusion von vielen benachbarten Zellen zu einem großen 
Zellagglutinat (Syncytium), was das Absterben dieser Zellen zur Folge hat (Reichard et al., 
1992). Diese Bildung von „Riesenzellen“ durch lytische Viren führt zur Zerstörung der 
infizierten Tumorzellpopulation und wird Onkolyse genannt. In den meisten klinischen 
Studien mit NDV, die auf diese Weise durchgeführt wurden, kamen die Stämme 73-T und 
MTH-68 zum Einsatz. Die Applikation erfolgt in der Regel intratumoral (CASSEL and 
GARRETT, 1965), intravenös (Pecora et al., 2002) oder intramuskulär (Csatary, 1971). 
Klinische Studien mit diesem Ansatz fanden hauptsächlich in den 50er Jahren statt, 
erbrachten aber keine signifikanten Anti-Tumor-Effekte, obwohl in einigen Fällen ein 
Rückgang der behandelten Tumoren zu verzeichnen war (SOUTHAM, 1960). Dadurch 
verschwand die Therapieform für lange Zeit. Erst die Enthüllung der grundlegenden 
Prinzipien der Virusbiologie, der Karzinogenese und der Entwicklung der rekombinanten 
DNA-Technologie ließ die Therapie mit onkolytischen Viren wieder aufleben. Heute gibt es 
wieder vermehrt Studien mit rekombinant veränderten Viren. Wie Tabelle T2 zeigt, wird 
dabei auch NDV wieder eingesetzt (Csatary et al., 2004; Csatary et al., 1999).  
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Tabelle T2 Auflistung von klinischen Studien unterschiedlicher Phasen in denen rekombinant veränderte Viren 
verschiedenster Stämme eingesetzt wurden. Angegeben sind das parentale Virus, die Bezeichnung des 
rekombinanten Stammes, die genetische Veränderung, der zu bekämpfende Tumor, die Kombination mit 
anderen Therapien, sowie die klinische Phase       Quelle: (Everts and van der Poel, 2005) 
 
1.3.2 Onkolysate mit NDV und Kreuzpräsentation 
 
Vakzinierungen mit Tumorzelllysaten, die durch Infektion mit lytischen NDV-Viren 
gewonnen wurden, sind eine Weiterentwicklung der zuvor beschriebenen Methode. Sie 
werden in der Regel subkutan oder intradermal appliziert. 
In der Immuntherapie wird auf diese Weise versucht das körpereigene Immunsystem aktiv 
dazu anzuregen, gegen den Tumor vorzugehen.  
Ein Problem besteht allerdings darin, dass im Gegensatz zu körperfremdem Material 
Tumorzellen für den Körper nicht als fremdartig erkannt werden können, da sie aus 
körpereigenen Zellen hervorgegangen sind.  
Tumoren unterscheiden sich aber von den Zellen, von denen sie abstammen, durch Proteine, 
die aufgrund der neoplastischen Veränderung einzigartig oder im Vergleich zu normalen 
Zellen überexprimiert sind. Man bezeichnet sie als Tumor assoziierte Antigene (TAA). Diese 
Proteine können antitumorale Immunantworten auslösen und sind somit ein Angriffspunkt für 
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die Immunabwehr des Körpers. 
Eine Tumorzelle wird als immunogen erkannt, wenn sie auf ihrer Oberfläche in Verbindung 
mit MHC-I-Molekülen Peptidfragmente der Tumorantigene präsentiert (Rock et al., 2002). 
Dies führt zu einer T-Zell basierten Reaktion gegen den Tumor. Verstärkt wird diese durch 
Dendritische Zellen, die Reste von zerstörten oder abgestorbenen Tumorzellen aufnehmen 
und Peptidfragmente zusätzlich über MHC-II- oder MHC-I- Moleküle naiven CD4- oder 
CD8-T-Zellen präsentieren. Die MHC-I vermittelte Peptidpräsentation wird auch als 
Kreuzpräsentation bezeichnet (Ackerman and Cresswell, 2004). Die aktivierten T-Zellen 
greifen dann Tumorzellen an, die die gleichen MHC-I-Peptid-Komplexe tragen. 
Diese Induktion einer Immunantwort und die Aktivierung der entsprechenden Immunzellen 
wird durch das Auftreten von Gefahrensignalen, sogenannten Danger signals, zusätzlich 
begünstigt. Liegt im Körper eine Bedrohung vor, so wird dies durch die Freisetzung solcher 
Signale angezeigt. Beispiele sind CpG-Motive in DNA (Bakterielle Infektion), 
doppelsträngige RNA (dsRNA) oder Interferone (Virusinfektion), die fremdartige Erreger 
anzeigen. Aber auch körpereigene Signale, wie z.B. Heat-Shock-Proteine oder Fragmente von 
Hyaluronan oder Heperansulfat-Proteoglykanen aktivieren Dendritische Zellen (Gallucci and 
Matzinger, 2001). 
Durch die Kombination von autologen Tumorzellen und NDV im Onkolysat wird erreicht, 
dass bei der Therapie alle möglichen TAA des zu behandelnden Tumors eingesetzt und diese 
zusätzlich mit Gefahrensignalen verknüpft werden. Durch das Absterben vieler infizierter 
Tumorzellen wird außerdem die Kreuzpräsentation begünstigt. Dies führt zu einer 
verbesserten Erkennung des Tumors durch das Immunsystem und ermöglicht eine verstärkte 
Immunantwort gegen Tumorzellen, seien sie nun infiziert oder nicht.  
Auch in klinischen Studien mit NDV-Onkolysaten konnte gezeigt werden, dass diese 
Behandlung CD8-T-Zellen anspricht und das Überleben von Melanom-Patienten verlängert 
(Batliwalla et al., 1998). 
 
 
1.3.3 Vakzinierung mit lebenden NDV infizierten Tumorzellen 
 
Der dritte Ansatz verwendet lebende autologe Tumorzellen, die zuvor mit einem nicht 
lytischen NDV-Virusstamm, wie z.B. Ulster oder LaSota, infiziert wurden. Um zu 
verhindern, dass die Zellen im Patienten wieder zu einem Tumor auswachsen, werden sie  
γ-bestrahlt. Dies verhindert die weitere Zellteilung, zerstört die Zellen aber nicht sofort 
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(Liebrich et al., 1991), so dass sie nach der Infektion mit NDV noch lang genug leben, um 
Immunantworten zu induzieren (Schirrmacher and von Hoegen, 1993). 
Die modifizierten autologen Tumorzellen werden den Patienten intradermal gespritzt (Ockert 
et al., 1996). Eine derartige aktiv spezifische Immuntherapie (ASI) wird normalerweise bei 
Patienten nach Operation des lokal wachsenden Tumors durchgeführt, um das Risiko der 
Metastasenentwicklung zu reduzieren. 
Diese Therapieform ist die Grundlage, auf der die folgende Arbeit aufgebaut ist. Sie wird als 
autologe durch Newcastle Disease Virus (NDV) modifizierte Tumorvakzine (ATV-NDV) 
bezeichnet und wurde schon in verschiedensten klinischen Studien erfolgreich getestet  
(Schirrmacher, 2004). Dabei werden die Zellen des Primärtumors oder von operierten 
Metastasen nach einem speziell entwickelten Verfahren isoliert, anschließend bestrahlt, mit 
NDV Ulster modifiziert und dem Patienten zurückgegeben. 
Klinische Phase II Studien zur Wirksamkeit der Vakzine im Anschluss an eine Operation 
wurden bei Patienten mit Brustkrebs- und Dickdarm-Krebs, Melanom und Glioblastom 
durchgeführt (Schirrmacher et al., 1998). Die post-operative Behandlung deutet auf ein 
verbessertes Überleben im Vergleich zu nicht vakzinierten Patienten hin. 
 
 
1.5 Wirkung der Vakzine auf zellulärer Ebene 
Durch die Verbindung der gesamten TAA eines Tumors mit Gefahrensignalen, ko-
stimulatorischen Signalen und Verbesserung der Antigenpräsentation durch die Vakzine, 
werden viele verschiedene Subtypen von Immunzellen, sei es der angeborenen Immunität 
(Monozyten, NK-Zellen, Dendritische Zellen) oder der adaptiven Immunität (B-Zellen, T-
Zellen) aktiviert. 
 
1.5.1 Angeborene Immunität 
 
Die Verteidigung des Körpers gegen fremdartige Antigene wird in erster Linie durch die 
Zellen der angeborenen Immunität aufgebaut und bildet die Grundlage für eine anschließende 
Immunantwort durch Zellen der adaptiven Immunität. 
Die Tumorvakzine ist durch die Ausschüttung von Gefahrensignalen in der Lage molekulare 
Effektormechanismen in Gang zu setzen. Die Expression von HN-Molekülen auf der 
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Oberfläche von Zellen führt zur Ausschüttung von IFN-α bei humanen PBMZ (periphere 
mononukleäre Blutzellen) und zur Hochregulation von TRAIL auf humanen CD14+ 
Monozyten (Zeng et al., 2002a). Aber auch die freigesetzten neuen Viruspartikel können in 
Monozyten die Expression von TRAIL induzieren. Tumorzellen, die den entsprechenden 
Rezeptor besitzen, werden durch TRAIL-Bindung in die Apoptose geführt (Washburn et al., 
2003). NO, ein weiteres Molekül mit antitumoraler Wirkung, wird ebenfalls von Monozyten 
nach Kontakt mit NDV-Viruspartikeln ausgeschüttet (Schirrmacher et al., 2000). 
Dendritische Zellen und Makrophagen besitzen auf ihrer Oberfläche Rezeptoren, die 
Oberflächenmuster von Pathogenen erkennen können (Pattern recognition receptors, PRR). 
Dazu gehören die Toll-like Rezeptoren, die nach ihrer Aktivierung durch mikrobielle oder 
virale Strukturen über MyD88 Signalkaskaden in Gang setzen. Durch Aktivierung von NFκB 
kommt es dann zur Induktion von Zytokingenen und zur Ausschüttung von Typ-I 
Interferonen, IL-1, TNF-α und IL-12 (Takeda and Akira, 2004; Akira and Hemmi, 2003). 
Neben diesen pro-inflamatorischen Zytokinen werden aber auch anti-inflammatorische 
Zytokine wie z.B. IL-10 und IL-6 induziert, die eine Verbindung zwischen angeborener und 
adaptiver Immunität schaffen. Außerdem wird die Fähigkeit zur Antigen-Präsentation von 
Dendritischen Zellen und Makrophagen erhöht (Ozato et al., 2002). 
Ein Gefahrensignal, das durch die Vakzine hervorgebracht wird, ist dsRNA, die bei der NDV 
Infektion, wie bei vielen anderen Viren auch, während der Replikation auftritt. Sie führt zur 
Aktivierung von Toll-like Rezeptor 3 (TLR3) und somit zur Ausschüttung der genannten 
Zytokine (Alexopoulou et al., 2001). 
Eine Subpopulation der humanen PBMZ, die nach Kontakt mit viralen oder bakteriellen 
Pathogenen besonders große Mengen IFN-α und TNF-α ausschüttet, sind die plasmazytoiden 
Dendritischen Zellen (PDZ) (Kadowaki et al., 2000). Sie tragen ebenfalls PRRs auf ihrer 
Oberfläche und werden auf dem zuvor beschriebenen Weg aktiviert. Interferone nehmen im 
Ablauf einer Immunreaktion eine zentrale Rolle ein, da ihre Ausschüttung fast alle 
Immunzellen in einen aktivierten Zustand versetzt.  
So exprimieren NK-Zellen nach Interferonkontakt z.B. TRAIL als Effektormolekül gegen 
Pathogene oder Tumorzellen (Sato et al., 2001). Neben der Zytokinproduktion, die zum einen 
für Dendritische Zellen ein parakrines, zum anderen für die PDZ selbst ein autokrines 
Reifungssignal darstellt, entwickeln die PDZ nach Stimulation eine zweite wichtige Funktion. 
Sie können selbst Antigene präsentieren, T-Zellen aktivieren und liegen somit an der 
Schnittstelle zwischen angeborener und adaptiver Immunität (Kadowaki et al., 2000). Ob eine 
TH1 oder eine TH2 T-Zell-Antwort abläuft, hängt dabei vom Stimulus ab, der auf die PDZ 
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wirkt (Kadowaki and Liu, 2002). Die starke Produktion von Interferonen führt außerdem zur 
Aktivierung von Makrophagen (Ortaldo et al., 1983), NK-Zellen (Biron, 1997), B-Zellen (Le 
Bon et al., 2001) und T-Zellen (Cousens et al., 1999). 
 
 
1.5.2 T-Zell basierte adaptive Immunität  
 
Naive CD8-T-Zellen benötigen für die Aktivierung gegen einen Tumor ein stimulatorisches 
Signal durch einen mit Tumorpeptid beladenen MHC-I Komplex und zusätzlich ein ko-
stimulatorisches Signal über z.B. B-7 Moleküle. Dieses Signal wird durch Tumorzellen in der 
Regel nicht bereit gestellt. Manche Tumoren entfernen Moleküle, die dafür verantwortlich 
sind sogar von ihrer Oberfläche, um der Immunabwehr zu entkommen (Arceci, 1996). 
Die Infektion von Tumorzellen mit NDV führt zur Expression von viralem HN-Protein auf 
der Tumorzelloberfläche. Dieses Molekül ist in der Lage bei Vorhandensein eines mit 
Tumorpeptid beladenen MHC-I Komplexes ein ko-stimulatorisches Signal zu liefern, das 
spezifische CD8-T-Zellen gegen den Tumor aktiviert (Ertel et al., 1993). 
Die Expression der Chemokine IP-10 und RANTES durch NDV infizierte Tumorzellen führt 
außerdem zu einer gesteigerten Chemotaxis zum Applikationsort, was eine Aktivierung der T-
Zellen durch die Vakzine effizienter macht. 
Neben der direkten Aktivierung durch die Tumorzelle existiert auch die in der Regel 
effizientere Aktivierung durch eine Antigen-Präsentierende Zelle (APZ). Dabei werden TAA 
von Dendritischen Zellen oder Makrophagen aufgenommen und zu kleinen Peptidfragmenten 
prozessiert, die dann auf der Oberfläche in MHC-II-Molekülen präsentiert werden (Heath et 
al., 2004; Brode and Macary, 2004) und CD4-T-Zellen aktivieren (Swain, 1983). Allerdings 
sind Dendritische Zellen auch in der Lage durch Kreuzpräsentation prozessierte Peptide über 
MHC-I darzustellen, was zur Aktivierung von tumorspezifischen zytotoxischen CD8-T-
Zellen führt, die identische MHC-I-Peptid-Komplexe auf den Tumorzellen erkennen und 
diese dann zerstören (Ackerman and Cresswell, 2004). 
Eine weitere Population von T-Zellen, die durch die Vakzine angesprochen werden kann sind 
die Memory-T-Zellen. In Mausmodellen und auch in Patientenuntersuchungen konnte gezeigt 
werden, dass auch nach einer Entfernung des Primärtumors eine gewisse Anzahl von 
lebenden Tumorzellen in bestimmten Organen, wie z.B. dem Knochenmark verbleiben. Dort 
bildet sich eine Art Gleichgewicht, dass als Tumor Dormany bezeichnet wird, mit den 
Memory-Immunzellen aus. Durch das Zusammenspiel von Tumorzellen und T-Zellen 
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entstehen Memory-T-Zellen, die für die Unterdrückung der erneuten Tumorausbildung 
verantwortlich sind (Schirrmacher, 2001; Karrison et al., 1999). Das Vorhandensein dieser 
lebenden Tumorzellen war in Mäusen eng korreliert mit dem Langzeitüberleben der Tiere 
(Schirrmacher, 2001; Khazaie et al., 1994). Durch Anwendung der NDV Tumorvakzine in 
tumortragenden Mäusen konnte postoperativ in etwa 50% der Mäuse ein Langzeitüberleben 
durch aktiviertes tumorspezifisches Immun-Memory erreicht werden (Schirrmacher and 
Heicappell, 1987). 
Memory-T-Zellen können im Gegensatz zu naiven T-Zellen auch ohne die Hilfe von APZ, 
nur durch Stimulation durch den TAA-MHC-Komplex auf den Tumorzellen und schwache 
ko-stimulatorische Signale, aktiviert werden. Ihre Immunantworten sind daher schneller und 
auch stärker (Veiga-Fernandes et al., 2000). 
In einem in vivo Mausmodell konnte nach Kontakt mit lebenden Tumorzellen durch 
Vakzinierung mit bestrahlten Tumorzellen, die das LacZ-Antigen trugen, eine starke 
Memory-T-Zell-Antwort ausgelöst werden (Mahnke and Schirrmacher, 2004). Daher sollte 
dies auch mit der NDV infizierten Tumorvakzine möglich sein. 
 
 
1.6 Rekombinante NDV Viren 
 
Durch rekombinante DNA-Methoden und verbessertes Verständnis von viralen Vorgängen ist 
es möglich geworden, die genetische Information und damit auch das Verhalten von Viren zu 
verändern. Dies macht man sich auch bei der Therapie von Tumoren zu Nutze, indem man 
Gene in das Genom des Virus einfügt, von denen man sich bei Expression in den 
Vakzinezellen einen therapeutischen Erfolg verspricht.  
Oft werden Gene für Zytokine oder ko-stimulatorische Moleküle wie B-7 in das Genom 
eingeschleust, die nach ihrer Expression in den Tumorzellen für die Aktivierung 
verschiedenster Immunzellen von Nutzen sind (Emtage et al., 1998). 
Durch die Wahl des Zytokins können Subpopulationen von Immunzellen gezielt 
angesprochen werden. IL-2 oder IL-15 verbessern z.B. die Stimulationsfähigkeit von T- und 
NK-Zellen, GM-CSF fördert die Antigenpräsentation und Bildung von APZ.  
Für diese Arbeit wurden drei verschiedene rekombinante Varianten auf der Basis des 
avirulenten Newcastle Disease Virus Stammes LaSota [bezeichnet als NDFL(+)] hergestellt. 
Sie enthielten zusätzlich zu den viralen Genen das Gen für humanes GM-CSF, IL-2 oder 
EGFP. 
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Um diese Viren zu produzieren wurde ein kompletter cDNA Klon des NDV LaSota Stammes 
aus subgenomischen überlappenden cDNA Fragmenten hergestellt und in ein 
Transkriptionsplasmid kloniert. Dazu wurden zunächst die Sequenzen des 3´- und 5´-Endes 
der NDV RNA durch RT-PCR in einzelsträngige cDNA umgeschrieben, durch PCR 
amplifiziert und zusammen in ein Plasmid kloniert. Für das restliche Genom wurden dann 
durch RT-PCR fünf überlappende cDNA-Fragmente erstellt, die durch PCR amplifiziert und 
ebenfalls in Plasmide kloniert wurden. Wie Abb. E4 zeigt, konnten die Fragmente dann über 
gemeinsame Restriktionsschnittstellen verbunden und in das endgültige Plasmid, das schon 
die Anfangs- und Endsequenz enthielt, ligiert werden (Peeters et al., 1999; de Leeuw and 
Peeters, 1999). 
Abb. E4 Schematische Darstellung der überlappenden, durch RT-PCR gewonnenen cDNA-Fragmente die 
über gemeinsame Restriktionsschnittstellen im Plasmid pOLTV5 zum kompletten cDNA-Klon von NDFL(+) 
zusammengesetzt wurden: die Basis aller späteren rekombinanten Varianten. Der obere Teil zeigt die Genkarte 
von NDV und die horizontalen Linien die Positionen der einzelnen cDNAs. Im unteren Teil ist die 
Zusammenstellung der fertigen cDNA zu sehen. 
 
 
 
 
 
Dieses Plasmid trug vor der eingefügten Sequenz den T7-RNA-Polymerase Promotor und 
hinter ihr die Sequenz des autokatalytischen Hepatitis Delta Virus Ribozyms, sowie das 
Transkriptions-Terminierungssignal des Bakteriophagen T7. Es wurde mit zusätzlichen 
Plasmiden, die virales NP-, P- und L-Protein exprimieren in CEF (primary chicken embryo 
fibroblasts) oder QM5 (Avian myogenic cell) Zellen ko-transfiziert, die mit einem 
rekombinanten Fowlpoxvirus (FPV-T7) infiziert waren und so T7-RNA-Polymerase 
exprimierten.  
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Durch die DNA-abhängige T7-RNA-Polymerase entstand in den Zellen dann zunächst 
antigenomische NDV RNA, die von der aus NP-, P- und L-Protein gebildeten RNA 
abhängigen RNA-Polymerase transkribiert wurde. Durch die autokatalytische Aktivität des 
Ribozyms entsprach das 3´-Ende exakt dem terminalen Nukleotid des klonierten DNA-
Fragments (Pattnaik et al., 1992). 
Es entstanden virale Partikel, die sich im Überstand anreicherten und mit diesem in die 
Luftblase von bebrüteten Hühnereiern gespritzt wurden (Peeters et al., 1999). Aus der 
Allantoisflüssigkeit der bebrüteten Eier konnte dann nach zwei Tagen das Virus durch 
Ultrazentrifugation im Saccharosegradienten isoliert und bei –70°C gelagert werden 
(Schirrmacher et al., 1998). 
Um zusätzliche Gene in das Genom des Virus einzuschleusen wurde die cDNA des Virus 
verändert. Die Gene für humanes GM-CSF, IL-2 oder EGFP wurden über PCR amplifiziert 
und zwischen der Startbox und dem open reading frame des NP-Gens insertiert. Dabei ist zu 
beachten, dass die Genomgröße ein Vielfaches von sechs Nukleotiden darstellt, da ansonsten 
keine effiziente Replikation des Virus möglich ist (Peeters et al., 2000). 
 
 
1.7 Vakzinierungsstrategie mit rekombinanten NDV Viren 
 
Das so gewonnene rekombinante Virus NDFL(EGFP) sollte als Reportervirus dienen, um die 
Replikation des Virus nachweisen zu können. NDFL(GM-CSF) und NDFL(IL-2) wurden zu 
therapeutischen Zwecken konstruiert, um Immunzellen bei einer Vakzinierung anzulocken 
und zu stimulieren. Dabei lag das Augenmerk bei der Auswahl der Zytokingene im Fall von 
IL-2 auf der Stimulation von zytotoxischen Zellen, wie NK- und T-Zellen und im Fall von 
GM-CSF auf der Rekrutierung von antigenpräsentierenden Zellen wie Makrophagen und 
Dendritischen Zellen. 
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Abb. E5 Schematische Darstellung der Stimulationsprozesse einer Tumorzelle, die durch ein NDV Virus 
infiziert wurde, dass entweder ein zusätzliches IL-2 oder GM-CSF Gen trägt. Gezeigt ist die Stimulation und 
Ko-Stimulation von (Memory-)T-Zellen durch beladene MHC-Moleküle und Ko-Rezeptoren sowie die 
Expression von viralen Oberflächenmolekülen (• F  • HN) und des klonierten Zytokins (•••) durch die 
Tumorzelle. In der Beschriftung sind die generellen Effekte der NDV Infektion und die anvisierten zusätzlichen 
Effekte durch die klonierten Gene aufgelistet. Abkürzungen: MHC = Major Histocompatibility Complex, Ag = 
Antigen-Peptid, TCR = T cell receptor 
 
 
Insgesamt sollte durch die Infektion von bestrahlten patienteneigenen Tumorzellen mit den 
rekombinanten Viren und der Applikation dieser Tumorvakzine die tumorspezifische 
Immunabwehr gestärkt und der therapeutische Erfolg der bisherigen NDV-Vakzine verbessert 
werden. 
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1.8 In vitro Modellsystem zum Test der Wirksamkeit 
 
Um die Wirksamkeit der neuen Vakzinierungsstrategie testen zu können, bedient sich diese 
Arbeit eines in vitro Modellsystems. Es wird als Tumor-Neutralisations-Assay (TNA) 
bezeichnet und besteht aus einem Tumorzellmonolayer (MCF-7 Zellen; Brustkrebszelllinie) 
in einer Zellkulturplatte, der mit Vakzinezellen und Effektorzellen (meist PBMZ von 
gesunden Spendern) in Medium überschichtet wird.  
Abb. E6 Schematische Darstellung des Tumor-Neutralisations-Assay (TNA) mit rekombinanten NDV 
Viren. Links dargestellt ist die anfängliche Zusammensetzung mit Tumorzell-Monolayer, virusinfizierten 
zytokinexprimierenden Vakzinezellen und Effektorzellen. Nach 5 bis 7 Tagen kommt es zur Zerstörung des 
Monolayers durch die aktivierten Effektorzellen (siehe rechts). 
 
 
Während der Inkubationszeit von 5-7 Tagen zeigen die infizierten Vakzinezellen all ihre 
zusätzlichen immunogenen Fähigkeiten, wie die Expression von F- und HN-Protein auf der 
Zelloberfläche, die Hochregulation von HLA-ABC und -DR, die Expression von Zytokinen 
und Chemokinen wie IFN-α und -β, RANTES und IP-10 und die Hochregulation von 
Zelladhäsionsmolekülen wie ICAM-1 oder LFA-3 (Washburn and Schirrmacher, 2002). In 
dieser MLTC (mixed lymphocyte tumor cell culture) führen die ins virale Genom integrierten 
und nach der Infektion zusätzlich exprimierten therapeutischen Gene zur Stimulation und 
zytotoxischen Aktivierung der Immunzellen. Diese in der MLTC generierte zytotoxische 
Tumor-Neutralisations-Assay (TNA)
* γ-bestrahlte, NDV infizierte Tumorzelle (MCF7)
Exprimiertes virales Antigen (HN- oder F-Protein)
Effektorzelle aus Gesamt-PBMC
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Durch Infektion induzierte Zytokine
Exprimiertes therapeutisches Gen
5-7 Tage
**
abgetötete Tumorzelle 
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Aktivität resultiert in einer Effektorphase, in der durch eine CML-Reaktion (cell mediated 
lysis) die Zielzellen zerstört werden. Diese Zerstörung wird in Form einer Abnahme von 
lebenden Tumorzellen im Monolayer durch einen Lebendzellfarbstoff gemessen. 
 
 
 
1.9 Aufgabenstellung 
 
In der vorliegenden Arbeit sollten die zuvor konstruierten rekombinanten Newcastle Disease 
Viren NDFL(+), NDFL(IL-2) und NDFL(GM-CSF) im Hinblick auf ihre therapeutische 
Anwendbarkeit als NDV-Vakzine hauptsächlich im Brustkrebssystem untersucht werden. 
 
Folgende Fragestellungen sollten untersucht werden: 
 
1)  Sind Bindungs- und Replikationseigenschaften der rekombinanten Viren mit dem bisher 
in der Therapie eingesetzten Wildtypvirus NDV Ulster vergleichbar? 
2) Sind die rekombinanten Viren genauso avirulent und tumorselektiv wie die 
Wildtypviren? 
3) Wie agressiv verhalten sich NDFL(+), NDFL(IL-2) und NDFL(GM-CSF) nach 
Tumorzellinfektion im Hinblick auf Apoptoseinduktion im Vergleich zum Wildtypvirus 
NDV Ulster? 
4) Werden die klonierten therapeutischen Gene exprimiert? 
5) Ist die Produktion des Genproduktes abhängig von der Genposition im viralen Genom? 
6) Ist das exprimierte Genprodukt biologisch aktiv und stabil? 
7) Ist in einem in vitro Modellsystem (TNA) durch die therapeutischen Gene ein 
zusätzlicher Effekt zur Wildtypvirus-Therapie festzustellen? 
8) Können Zytokinfusionsproteine einen vergleichbaren Effekt erzeugen? Welcher Ansatz 
ist zu favorisieren? 
9) Wie beeinflussen experimentelle Parameter, wie z.B. die Bestrahlung der Zellen oder 
die eingesetzte Zellzahl das TNA-Ergebnis? 
10) Welche Immunzellen werden durch die neue Virus-Vakzine aktiviert? Sind 
Unterschiede zur Wildtypvirus-Vakzine feststellbar? 
12)  Welchen Beitrag leisten die einzelnen Immunzellsubpopulationen zum Gesamt-Anti-
Tumor-Effekt? 
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11) Welche Effektormechanismen werden bei den verschiedenen 
Immunzellsubpopulationen durch die Vakzine in Gang gesetzt, die zum Anti-Tumor-
Effekt beitragen? 
13)  Sind nur zelluläre Mechanismen beteiligt, oder werden auch lösliche Faktoren wie 
Zytokine mit einbezogen? 
14) Funktioniert die Vakzine auch in einem autologen Patienten-basierten System? 
 
 
Nach Bearbeitung der Fragestellung dieses Doktorarbeitsthemas könnten sich bei positivem 
Ausgang der Experimente noch Fragestellungen anschließen, die die Rolle der Vakzinierung 
mit rekombinanten Viren in in vivo Systemen genauer beleuchten. 
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2  Material   
2.1 Geräte 
 
Begasungsbrutschrank Labotec, Göttingen 
Binokulares Mikroskop Zeiss, Jena 
Blotapparatur für Westernblotting Biorad, München 
Durchflußzytometer, FACSCalibur Becton Dickinson, Heidelberg 
Dynal MPC Magnet Dynal, Hamburg 
Elektrophoreseapparatur für SDS-PAGE Biorad München 
ELISA-Meßgerät, Victor Perkin Elmer Wallac, Freiburg 
ELISpot Mikroskop Axioplan 2 Imaging Zeiss, Jena 
Eppendorf-Zentrifuge, Minifuge T Heraeus, Hanau 
Fluoreszenz-Mikroskop Zeiss, Jena 
Fluorometer (Spektrofluorophotometer) RF-510 Shimadzu, Kjoto (Japan) 
Gammacell 1000 137Cäsium-Quelle Gammamaster, Ede (Holland) 
Gefrierschrank -70°C Labotec, Göttingen 
Geltrockner Serva, Heidelberg 
Glasgeräte Schott, Mainz 
Glaspipetten Hirschmann, Eberstadt 
Integra Kulturflasche Integra Bioscience, Fernwald 
Kippschüttler Heidolph; Fa. Migge, Heidelberg 
Kryostat 2800 Frigocut E Leica, Bensheim 
Laborzentrifuge Heraeus, Hanau 
Liquid Scintillation Counter Perkin Elmer Wallac, Freiburg 
MACS-Säulen (Größe LS) Miltenyi, Bergisch Gladbach 
Magnetheizrührer Heidolph; Fa. Migge, Heidelberg 
MidiMACS-Separator Miltenyi, Bergisch Gladbach 
Mikro Cell-Harvester Scarton, Norwegen 
Mikroskop Zeiss, Jena 
Milli-Q-Wasserreinigungssystem Millipore, Eschborn 
Miniprotean-Gelsystem Biorad, München 
MPC-L (magnet particle concentrator) Dynal, Hamburg 
Multipette plus Gilson; Fa. Migge, Heidelberg 
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Neubauer Zählkammer B. Braun, Melsungen 
pH-Meßgerät Wiss.Techn.Werkstätten, Weilheim 
Pipetten 0,5-1000µl, automatisch Eppendorf, Hamburg 
Pipettus-akku Hirschmann, Eberstadt 
Quarzküvetten Hellma; Fa. Migge, Heidelberg 
Rollschüttler Ingenieurbüro CAT, Staufen 
Säule zur Proteinaufreinigung Pharmacia, Freiburg 
Spannungsgerät für Elektrophorese Pharmacia, Freiburg 
sterile Werkbank Baker, Sanford (USA) 
Tischzentrifuge WiFug, Schweden 
Überkopfschüttler Heidolph; Fa. Migge, Heidelberg 
Ultrazentrifuge Beckmann Coulter, Krefeld 
UV/VIS Spektrophotometer Biochrom, Berlin 
UV-Lampe K. Benda, Wiesloch 
Vortex Genie 2TM Bender & Hobein, Zürich (CH) 
Waage Sartorius, Göttingen 
Wasserbad Köttermann; Fa.Migge, Heidelberg 
ZytoSpin 2 Shandon Inc., Pittsburgh (USA) 
 
2.2 Software 
 
Cellquest (FACScan-Software) Becton Dikinson 
GraphPad-Prism Software GraphPad, San Diego (USA) 
KS ELISpot Software Carl Zeiss Vision 
Axio Carl Zeiss Vision 
 
2.3 Verbrauchsmaterialien 
 
12-Loch-Flachbodenplatten Renner, Dannstadt 
48-Loch-Flachbodenplatten Renner, Dannstadt 
96-Loch-Rundbodenplatten Renner, Dannstadt 
96-Loch-Flachbodenplatten Renner, Dannstadt 
Combitips, 0,5-50 ml Eppendorf, Hamburg 
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Dialyseschläuche, Spectra/Por Serva, Heidelberg 
Einmalkanülen, 27G Becton Dickinson, Heidelberg 
Einmalpipetten Greiner, Frickenhausen 
Einmalspritzen 2,5-50 ml Terumo, Leuven (Belgien) 
Einmalsterilfilter, 0,22 µm, alle Größen Millipore, Eschborn 
ELISA-96-Loch-Flachbodenplatten, MaxiSorp Nunc, Wiesbaden 
Eppendorf-Reaktionsgefäße, 1,5 - 2,0ml Eppendorf, Hamburg 
FACS-Röhrchen Greiner, Frickenhausen 
Glasfasermatten Perkin Elmer Wallac, Freiburg 
Kryoröhrchen Costar, Cambridge (USA) 
LeucoSep-Röhrchen Greiner, Frickenhausen 
Nitrozellulose-Membran Schleicher & Schüll, Dassel 
Objektträger Renner, Dannstadt 
Parafilm American National Can, Greenwich  
 (USA) 
Petrischalen Renner, Dannstadt 
Petrischalen, zellkulturbehandelt Renner, Dannstadt 
Pipettenspitzen Greiner, Frickenhausen 
Polypropylen-Gefäße, 4ml mit Druckdeckel Greiner, Frickenhausen 
Röntgenfilm Amersham, Freiburg 
Tüten für Filtermatten Perkin Elmer Wallac, Freiburg 
Whatman 3MM Papier Schleicher & Schüll, Dassel 
Zellkulturflaschen: 25cm2, 75cm2, 150cm2 Renner, Dannstadt 
Zellschaber Renner, Dannstadt 
Zellsieb, 40 µm Becton Dickinson, Heidelberg 
Zentrifugenröhrchen 15 und 50ml Greiner, Frickenhausen 
 
2.4 Chemikalien 
 
APS Serva, Heidelberg 
Aceton Merck, Darmstadt 
Ammoniumchlorid Merck, Darmstadt 
Bisacrylamid Biorad, München 
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Bromphenolblau Serva, Heidelberg 
BSA Sigma, Deisenhofen 
CB-Protein Assay Bio-Rad Labs, Hercules (USA) 
Concanavalin A (ConA) Sigma, Deisenhofen 
CytoPerm/CytoFix-Kit Pharmingen, Hamburg 
CFSE Molecular Probes, Invitrogen,  
 Karlsruhe 
Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt 
DMSO Merck, Darmstadt 
ECL Amersham, Freiburg 
EDTA Merck, Darmstadt 
Essigsäure Merck, Darmstadt 
Ethanol, p.a. Merck, Darmstadt 
F(ab)-Kit Pierce, Rockford (USA) 
Ficoll Paque Plus Pharmacia, Freiburg 
Formaldehyd (37% in Wasser) Merck, Darmstadt 
G418 Invitrogen, Karlsruhe 
Glukose Merck, Darmstadt 
Glutaraldehyd Sigma, Deisenhofen 
Glycin Roth, Karlsruhe 
Glycerin Merck, Darmstadt 
Glyceringelatine Merck, Darmstadt 
H2O2 30% Merck, Darmstadt 
3H-Thymidin Amersham, Freiburg 
Hoechst 33342, Bis-Benzimidin Sigma, Deisenhofen 
Imidazol Merck, Darmstadt 
Isopropanol Merck, Darmstadt 
Kaisergelatine Merck, Darmstadt 
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt 
Kupfersulfat Merck, Darmstadt 
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt 
Matrigel Basement Membrane Matrix Becton Dickinson, Heidelberg 
β-Mercaptoethanol Gibco BRL, Eggenstein 
Methanol, p.a. Merck, Darmstadt 
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Milchpulver Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
Molekulargewichtsstandard Amersham, Freiburg 
MTS CellTiter 96 AQueous Promega, Mannheim 
Natriumazid Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid Fluka, Neu-Ulm 
51Natriumchromat NEN, Bad Homburg 
Natriumkarbonat Merck, Darmstadt 
Natriumthiosulfat-Pentahydrat Merck, Darmstadt 
Natronlauge, 1M Mallinckrodt Baker, Griesheim 
Nickel-NTA-Säulenmatrix Qiagen, Hilden 
L-NMMA (Bis-Benzimidin; NO-Synthetase-Inhibitor) Merck, Darmstadt  
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt 
PBS-Pulver Biochrom, Berlin 
Peroxidase Merck, Darmstadt 
Propidiumiodid Sigma, Deisenhofen 
Polystyren-Partikel (∅ 1µm), FITC-markiert Polyscience, Eppelheim 
Saccharose Merck, Darmstadt 
Salzsäure, 1M Mallinckrodt Baker, Griesheim 
Salzsäure, rauchend Merck, Darmstadt 
SDS, 10% Merck, Darmstadt 
Silbernitrat Acros Organics, Geel (B) 
Nickel-Sepharose Qiagen, Hilden 
Sulfosalicylsäure Sigma, Deisenhofen 
Szintillationsflüssigkeit Perkin Elmer Wallac, Freiburg 
TEMED Sigma, Deisenhofen 
TMB-MicroLoch Peroxidase Substrat System KPL, Gaithersburg (USA) 
Trichloressigsäure Roth, Karlsruhe 
Trinatriumcitrat Merck, Darmstadt 
Tris-Base Sigma, Deisenhofen 
Triton X-100 Gerbu Biotechnik GmbH, Gaiberg 
Trypanblau Serva, Heidelberg 
Trypsin/EDTA-Lösung (5g/L / 2g/L), steril LifeTechnologies, Karlsruhe 
Tween20 Merck, Darmstadt 
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2.5 Antikörper und Kits 
2.5.1 ELISA-Kits 
Zytokin Bezeichnung Bezugsquelle 
Humanes IL-2 OptEIATM Human IL-2 Set Pharmingen, Hamburg 
Humanes IP-10 OptEIA™ Human IP-10 Set Pharmingen, Hamburg 
Humanes IFN-α Human IFN-α Module Set Bender MedSystems, San Bruno, USA 
Humanes IFN-γ Human IFN-γ Module Set Bender MedSystems, San Bruno, USA 
Humanes GM-CSF OptEIATM Human GM-CSF Set Pharmingen, Hamburg 
Murines GM-CSF OptEIATM Murine GM-CSF Set Pharmingen, Hamburg 
 
2.5.2 ELISpot-Kits 
human-IFN-γ-ELISpot-Kit: Mabtech, Hamburg 
ELISpot-Substrat-Kit: Bio-Rad Labs, Hercules (USA) 
25xPuffer 
Lösung A 
Lösung B 
 
2.5.3 Magnetische Partikel (Beads) und Kits zur Zellisolierung 
Dynabeads M-450 CD15 Dynal, Hamburg 
Dynabeads M-450 CD19 Dynal, Hamburg 
Dynabeads Pan Mouse IgG Dynal, Hamburg 
NK Cell Negative Isolation Kit Dynal, Hamburg 
T Cell Negative Isolation Kit Dynal, Hamburg 
CD3/CD28 T-Zell Expander Dynal, Hamburg 
Goat-anti-mouse-IgG Micro-Beads Miltenyi, Bergisch Gladbach 
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2.5.4 Monoklonale Antikörper 
Unkonjugierte Antikörper 
Bezeichnung Spezies Isotyp Klon Referenz oder Firma 
anti-HN (NDV) Maus IgG2a HN1,4c (HN.B) 
Iorio et al. (1986)    
Eigene Herstellung 
anti-F (NDV) Maus IgG1 Icii Iorio, Eigene Herstellung 
anti-human 
CD56 Maus IgG1 C218 
Coulter Immunotec, 
Krefeld 
anti-human- 
TRAIL-R1 
Maus IgG1 M272 Immunex, Seattle (USA) 
anti-human- 
TRAIL-R2 
Maus IgG1 M413 Immunex, Seattle (USA) 
anti-human- 
TRAIL-R3 
Maus IgG1 M430 Immunex, Seattle (USA) 
anti-human- 
TRAIL-R4 
Maus IgG1 M444 Immunex, Seattle (USA) 
anti-human- 
CD95 
Maus IgG1 Anti-Apo-1 Trauth et al. (1989) 
anti-human-
BDCA-4 Maus IgG1 AD5-17F6 
Miltenyi, Bergisch 
Gladbach 
anti-human- 
BDCA-2 
Maus IgG1 AC144 Miltenyi, Bergisch Gladbach 
anti-human 
Idiotyp (Isotyp ) 
Maus IgG1 HD20 
Gerd Moldenhauer, 
DKFZ Heidelberg 
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Zweit- und Drittantikörper 
Ratte-anti-Maus-IgG1-biotin Pharmingen, Hamburg 
Streptavidin-PE Pharmingen, Hamburg 
Streptavidin-APC Pharmingen, Hamburg 
Endobolin Immuno GmbH, Heidelberg 
Ziege-anti-Maus-PE Southern Biotech, Birmingham (USA) 
Ratte-anti-Maus-Ig-kappa Leichtkette-FITC Southern Biotech, Birmingham (USA) 
Ziege-anti-Maus-Cy3 Dianova, Hamburg 
 
Biotin- oder Fluoreszenz-konjugierte Antikörper 
Bezeichnung Spezies Isotyp Klon Referenz oder Firma 
anti-human CD3-PerCP Maus IgG1 SK7 Pharmingen, Hamburg 
anti-human CD3-FITC Maus IgG1 UCHT1 Pharmingen, Hamburg 
anti-human 
CD8-APC/FITC/CyChro
me 
Maus IgG1 HIT8a Pharmingen, Hamburg 
anti-human  CD11c-APC Maus IgG1 B-ly6 Pharmingen, Hamburg 
anti-human CD14-FITC Maus IgG2a M5E2 Pharmingen, Hamburg 
anti-human CD25-PE Maus IgG1 M-A251 Pharmingen, Hamburg 
anti-human CD56-PE Maus IgG1 MOC-1 Dako, Hamburg 
anti-human CD69-FITC Maus IgG1 FN50 Pharmingen, Hamburg 
anti-human CD86-PE Maus IgG1 FUN-1 Pharmingen, Hamburg 
anti-human CD107a-PE Maus IgG1 H4A3 Pharmingen, Hamburg 
 
anti-human CD123-FITC 
 
Maus 
 
IgG2a 
 
AC145 
Miltenyi, 
Bergisch 
Gladbach 
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anti-human BDCA-4-PE Maus IgG1 AD5-17F6 
Miltenyi, 
Bergisch 
Gladbach 
anti-human TRAIL-PE Maus IgG1 RIK-2 Pharmingen, Hamburg 
anti-human HLA-DR-
FITC/APC Maus IgG2a L243 
Pharmingen, 
Hamburg 
anti-human Apo2.7-PE Maus IgG1 2.7A6A3 
Coulter, 
Immunotech, 
Marseille, France 
anti-human TNF-R1-PE Maus IgG1 16803.1 R&D Systems 
anti-human BDCA-2-
biotin 
-FITC/PE 
Maus IgG1 AC144 
Miltenyi, 
Bergisch 
Gladbach 
anti-human HLA I-biotin Maus IgG1 G46-2.6 Pharmingen, Hamburg 
anti-Maus CD11c-
PE/FITC 
Armenischer 
Hamster IgG1 HL3 
Pharmingen, 
Hamburg 
anti-Maus H2Dd-PE Maus IgG2a 34-2-12 Pharmingen, Hamburg 
 
 
2.5.5 Polyklonale Antikörper 
Maus-anti-Flag Sigma, Deisenhofen 
Maus-anti-HIS Dianova, Hamburg 
Ratte-anti-Maus-IgG1-biotin Pharmingen, Hamburg 
Streptavidin-PE Pharmingen, Hamburg 
Ziege-anti-Maus-HRP Biozol, Eching 
Ziege-anti-Maus-IgG2a-PE Biozol, Eching 
Ziege-anti-Maus-IgG-Cy3 Dianova, Hamburg 
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2.5.6  Fc-Proteine 
Die in dieser Arbeit verwendeten Fc-Proteine wurden in der Abteilung von Prof. Krammer in 
der Arbeitsgruppe von Dr. Walczak am DKFZ in Heidelberg hergestellt und freundlicher 
Weise zur Verfügung gestellt. 
 
anti-human TRAIL-Rezeptor-2-Fc Fc-Teil: humanes IgG1 
anti-human TNF-Rezeptor-2-Fc Fc-Teil: humanes IgG1 
anti-human CD95-Fc Fc-Teil: humanes IgG1 
 
2.5.7   Single chain Antikörper 
Die in dieser Arbeit verwendeten single chain Antikörper wurden in der Abteilung von Prof. 
Schirrmacher von Dr. Fournier am DKFZ in Heidelberg hergestellt und freundlicher Weise 
zur Verfügung gestellt. Sie bestehen aus den verbundenen variablen Teilen der leichten und 
der schweren Kette zweier verschiedener Antikörper, die durch eine kurze 
Aminosäuresequenz zusammengehalten werden, so dass ein Antikörper mit zwei 
verschiedenen Valenzen, aber ohne Fc-Region entsteht. Die Bezeichnungen sind mit den 
dazugehörigen Valenzen angegeben: 
 
290: anti-HN(NDV)/anti-human CD28 (Klon 9.3) 
242: anti-HN(NDV)/anti-human CD3   (Klon TR66) 
 
2.6 Medien und Medienzusätze 
Medien 
αMEM Cambrex, Verviers (Belgien) 
DMEM Gibco Invitrogen, Karlsruhe 
RPMI 1640 Gibco Invitrogen, Karlsruhe 
X-VIVO20 Cambrex, Verviers (Belgien) 
 
Medienzusätze 
β-Mercaptoethanol Sigma, Deisenhofen 
Choleratoxin Sigma, Deisenhofen 
EGF Sigma, Deisenhofen 
FCS Gibco Invitrogen, Karlsruhe 
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FCS, dialysiert Biochrom, Berlin 
G418 Invitrogen, Karlsruhe 
GM-CSF Immunex, Seattle (USA) 
HEPES Gibco Invitrogen, Karlsruhe 
Humanserum (AB-Serum) Sigma, Deisenhofen 
Hydrocortison Sigma, Deisenhofen 
IL-2 Promocell, Heidelberg 
IL-4 Promocell, Heidelberg 
Insulin Sigma, Deisenhofen 
L-Glutamin Gibco Invitrogen, Karlsruhe 
Methotrexat Calbiochem, Schwalbach 
Pferdeserum Sigma, Deisenhofen 
Penicillin/Streptomycin Gibco Invitrogen, Karlsruhe 
mGM-CSF haltiger Überstand von Ag8653 Zellen Yolanda Mahnke, Dissertation 2001 
 
2.7 Zellen 
Humane Primärzellen 
Mononukleäre Zellen aus dem peripheren Blut Isolierung aus dem Blut von  
(PBMZ) gesunden Spendern 
Monozyten (MΦ) aus dem peripheren Blut Isolierung aus PBMZ 
NK-Zellen aus dem peripheren Blut Isolierung aus PBMZ 
T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut Isolierung aus PBMZ 
Plasmazytoide Dendritische Zellen Isolierung aus PBMZ 
 
Primäre humane Tumorzelllinien 
Die verwendeten primären Tumorzelllinien wurden aus Primärtumoren von HNO-Tumor-
Patienten mit den Nummern (#) 278, 280, 290 und 292 direkt nach der Operation etabliert und 
freundlicher Weise von Frau Dr. Ch. Herold-Mende, Kopfklinik Heidelberg, zur Verfügung 
gestellt. 
 
Etablierte Zelllinien 
CHO Zellen:  CHO/dhFr-; Dihydrofolat-Reduktase defiziente Eierstockzellen 
vom chinesischen Hamster, ATCC, Rockville, USA 
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Jurkat Zellen:  humane, lymphoblastoide T-Zelllinie, ATCC, Rockville, USA 
MCF-7 Zellen:   humanes Mammakarzinom aus einer Lymphknotenmetastase, 
   Universitäts-Frauenklinik Heidelberg 
MCF-10A Zellen:   humane nicht-tumorigene epitheliale Zelllinie der  
   weibl. Brust (Mastopathie-Zelllinie), ATCC, Rockville, USA 
HT29 Zellen:  humane Adenokarzinom Zelllinie, Tumorbank DKFZ,  
  Heidelberg 
TF-1 Zellen:  humane Knochenmarks Erythroleukemie Zellinie, ATCC, 
  Rockville 
CTLL Zellen:  zytotoxischer T-Zell Klon von C57BL/6 Mäusen, ATCC,  
   Rockville 
Eb 288 Zellen:  nichtmetastatische Maus T-Zell-Lymphom Zelllinie 
  (Schirrmacher et al., 1979) 
Esb-MP Zellen: hoch metastatische Adhäsionsvariante von Eb Zellen (Fusion  
 einer Eb Zelle mit einem Makrophagen) (Larizza et al., 1984) 
Esb-Lci Zellen:  lacZ transfizierte T-Zell Lymphomzelllinie (Esb-L)  
  (Kruger et al., 1994) 
P815 Zellen:  Methyl-cholanthrene induzierte Mastozytom Zelllinie der  
  DBA/2 Maus, (Matter and Askonas, 1976) 
P13.1 Zellen:  lacZ-Gen transfizierte murine Mastozytom Zelllinie der DBA/2  
  Maus (P815), (Carbone and Bevan, 1990) 
U937 Zellen: humane promonozytische Lymphom Zelllinie, Tumorbank DKFZ,  
 Heidelberg 
QM5 Zellen:  myogenische Wachtel-Zelllinie eines Fibrosarcoms,  
 (Antin und Ordahl, 1991) 
 
2.8 Newcastle Disease Virus (NDV) 
In dieser Arbeit werden unterschiedliche Virenstämme des Paramyxovirus Newcastle Disease 
Virus verwendet.  
Zum einen handelt es sich dabei um den nicht lytischen, avirulenten Stamm Ulster, der 
freundlicherweise von Dr. P. Russell (London) zur Verfügung gestellt wurde (Russell und 
Alexander, 1983). 
Die verwendete Viruspräparation wurde 1992 in der Abteilung von Prof. Schirrmacher von 
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Andreas Griesbach und Dr. Claudia  Haas hergestellt. Die Viruspräparation wurde vom 
Veterinär des DKFZ und von einer externen Firma auf Verunreinigungen mit anderen Viren 
oder Bakterien getestet. Das Ergebnis war negativ, so dass die Viruspräparation zur 
Anwendung am Menschen zugelassen werden konnte. 
Zum anderen wird der ebenfalls nicht lytische, avirulente Stamm LaSota verwendet. Von 
diesem Stamm wurden verschiedene rekombinant gewonnene Varianten produziert. Die 
Konstruktion des Virus oblag Dr. Ben Peeters vom Institute for animal science and health, ID 
Lelystad (NL). Vermehrung und Reinigung in größerem Maßstab ist Gegenstand dieser 
Arbeit und wurde mit Unterstützung von Andreas Griesbach durchgeführt. 
Folgende Varianten kommen zum Einsatz: 
 
NDV Ulster Wildtyp des Stammes Ulster 
NDFL(+) Wildtyp des Stammes LaSota (rekombinant gewonnen) 
NDFL(EGFP) Variante auf LaSota Wt Basis (Gen für EGFP am 3´ Ende  
 des viralen Genoms vor dem NP-Gen) 
NDFL(GM-CSF) Variante auf LaSota Wt Basis (Gen für humanes  
 GM-CSF am 3´ Ende des viralen Genoms vor dem  
 NP-Gen) 
NDFL(GM-CSF) (II)  Variante auf LaSota Wt Basis (Gen für humanes  
 GM-CSF in der Mitte des viralen Genoms zwischen  
 HN- und L-Gen etwa bei 8500bp)  
NDFL(IL-2) Variante auf LaSota Wt Basis (Gen für humanes  
 IL-2 am 3´ Ende des viralen Genoms vor dem  
 NP-Gen) 
NDFL(mGM-CSF) siehe NDFL(GM-CSF) nur mit Gen für murines  
 GM-CSF  
 
2.9 Versuchstiere 
 
DBA-2-Mäuse, weiblich, 6-8 Wochen alt Fa. Charles River, Sulzfeld 
(zur Injektion) 
DBA-2-Mäuse, männlich, 6-8 Wochen alt Fa. Charles River, Sulzfeld 
(zur Knochenmarksgewinnung)
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3 Methoden 
3.1 Zellbiologische Methoden 
3.1.1 Lösungen und Puffer  
10x PBS 80 g NaCl 
 2,0 g KCl 
 2,0 g KH2PO4 
 28,5 g NA2HPO4 x 12 H2O 
 ad 1 L ddH2O, pH 7,2, Lagerung bei 4°C 
 
PBS/EDTA 1x PBS 
 + 20 mM EDTA, Lagerung bei 4°C 
 
Trypsin/EDTA 100 ml Trypsin/EDTA-Lsg. (5g/L / 2g/L) 
 ad 1 L steriles PBS, Lagerung bei 4°C 
 
Trypanblau-Lösung 0,16% Trypanblau 
 0,9% NaCl 
  ad 1 L ddH2O lösen, filtrieren, mit Natriumazid  
  (Endkonz. 0,1%) versetzen und bei 4°C lagern 
 
MACS-Puffer: 1x PBS 
 + 2mM EDTA 
 + 0,5% BSA 
 
FACS-Puffer: 100ml PBS (10x) 
 50ml FCS 
  ad 1L in ddH2O lösen, mit Natriumazid  
 (Endkonz. 0,1%) versetzen und bei 4°C lagern 
 
3.1.2 Herstellen der Medien 
Die verwendeten Medien werden in Pulverform bezogen und nach Herstellerangaben in Milli-
Q-Wasser gelöst. Anschließend wird der jeweiligen Lösung die angegebene Menge 
Natriumbicarbonat zugesetzt. Nach dem Begasen mit CO2 wird das Medium sterilfiltriert und 
bis zu seinem Gebrauch bei 4°C gelagert. 
Das fötale Kälberserum (FCS) wird vor der Zugabe für 60 min. bei 56°C im Wasserbad unter 
mehrmaligem Schütteln hitzeinaktiviert und in der angegebenen prozentualen Konzentration 
zugesetzt. 
Zur Kultivierung der Zellen werden folgende Zusätze steril zugegeben: 
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Zusätze RPMI 1640 DMEM DMEM+ αMEM 
L-Glutamin 
HEPES 
Penicillin 
Streptomycin 
FCS 
dialysiertes FCS 
Pferdeserum 
Methotrexat 
Choleratoxin 
EGF 
Hydrocortison 
Insulin 
2 mM 
10 mM 
100 U/ml 
100 µg/ml 
5%, 10% 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
2 mM 
10 mM 
100 U/ml 
100 µg/ml 
5%,10% 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
2 mM 
10 mM 
100 U/ml 
100 µg/ml 
- 
- 
5% 
- 
100 ng/ml 
20 ng/ml 
500 ng/ml 
0,01 mg/ml 
2 mM 
10 mM 
100 U/ml 
100 µg/ml 
- 
5%, 15% 
- 
20 mM 
- 
- 
- 
- 
 
Für die Kultivierung von CTLL und TF-1 Zellen werden spezielle Medien verwendet, die sich 
wie folgt zusammensetzen: 
 
CTLL-Medium: Iscoves Medium, 100U/ml Penicillin, 100U/ml Streptomycin,  
0,05mM ß-Mercaptoethanol, 10mM HEPES, 10% FCS; 25U/ml IL-2 
 
TF-1-Medium: RPMI 1640 Medium, 1mM Natriumpyruvat, 2,5g/l Glukose,  
10mM HEPES, 100U/ml Penicillin, 100U/ml Streptomycin, 
10% FCS; 25µg/ml GM-CSF 
 
Der Zusatz der Zytokine erfolgte frisch bei jeder Kultivierung der Zellen. 
 
3.1.3 Kultivierung von Zellen 
Zellkulturbedingungen 
Alle Zellen werden bei 37°C in einem Begasungsbrutschrank mit einem Luft/CO2-Gemisch 
(95%/5%) und bei gesättigter Luftfeuchtigkeit kultiviert. 
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3.1.3.1 Auftauen und Einfrieren von Zellen 
Zum Einfrieren werden die Zellen auf eine Zellzahl von 2x106 - 5x106 Zellen/ml eingestellt. 
500 µl dieser Zellsuspension werden mit 500 µl 20% DMSO in FCS gemischt (Endkonz. 
10% DMSO) und direkt bei -20°C eingefroren, wobei die Abkühlrate 1°C/min. nicht 
überschreiten soll. Nach mindestens 24 Stunden werden die Zellen in flüssigen Stickstoff 
überführt und dort bei -196°C gelagert. 
Zum Auftauen werden die Zellen dem Stickstofftank entnommen und möglichst schnell mit 
einer Pasteurpipette in warmem Medium aufgetaut. Anschließend erfolgt eine Zentrifugation 
bei 1200 U/min. für 5 min. und ein Waschschritt mit frischem Medium, um das für die Zellen 
toxische DMSO zu entfernen. Das Zellsediment wird in frischem Medium resuspendiert und 
die Zellen in eine Zellkulturflasche überführt. 
 
3.1.3.2 Zellzählung mit Trypanblau 
Zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen in Suspension werden diese mit 
Trypanblau angefärbt. Die Zellen werden in Verhältnissen von 1:2 bis 1:20 mit Trypanblau 
gemischt und in einem Hämozytometer (Neubauer-Zählkammer mit 0,1 µl Volumen) unter 
dem Lichtmikroskop ausgezählt. Tote Zellen nehmen das Trypanblau auf und erscheinen blau 
gefärbt, wohingegen lebende Zellen nicht gefärbt sind. Es werden mindestens vier 
Großquadrate mit mindestens 100 Zellen ausgezählt, um die Zellzahl pro ml zu bestimmen. 
Der Zelltiter berechnet sich nach folgender Formel: 
 
141 10 −− ××=× mlsfaktorVerdünnung
teGroßquadraeausgezählt
ZellenmlZellen  
 
 
 
 
3.1.3.3 Kultivierung von Tumorzellen 
 
MCF-7-, HT29-, primäre HNO-Tumor-Zellen 
Die humane Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7, die humane Kolonkarzinom-Zelllinie HT29 
und die primären HNO-Tumor-Zelllinien werden in DMEM mit 10% FCS kultiviert. MCF-7 
und HT29 Zellen zeigen ein adhärentes Wachstum in multilamellaren Schichten. Die 
primären HNO-Tumor-Zelllinien wachsen oftmals in Spindelform zu einem Monolayer aus. 
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Ihr Wachstum ist langsamer als das der anderen beiden Zelllinien. Zur Passage wird das 
verbrauchte Medium verworfen, die Zellen einmal mit sterilem PBS gewaschen und danach 
1-2 min. mit Trypsin/EDTA im Brutschrank inkubiert, bis sie sich vom Boden der 
Kulturflasche abgelöst haben. Die Zellen werden dann mit warmem Medium abgespült, bei 
1200 U/min. für 5 min. zentrifugiert und mit einer Verdünnung von 1:3 bis 1:20 in eine neue 
Kulturflasche umgesetzt. Bei den primären HNO-Tumor-Zelllinien sollte die Verdünnung 
nicht zu stark gewählt werden. 
 
MCF-10A-Zellen 
Die humane Mastopathie-Zelllinie MCF-10A wird in DMEM+ mit 5% Pferdeserum 
kultiviert. Diese Zelllinie wächst adhärent und bildet einen Monolayer. Die Passage erfolgt 
wie bei MCF-7 und HT29 beschrieben. 
 
Jurkat-, U937-, Eb-Zellen, Esb-Lci, P815, P13.1, Esb-MP 
Die humane T-Zell-Leukämie Zelllinie Jurkat, die humane Lymphom-Zelllinie U937 und die 
Maus-T-Zell-Lymphom-Zelllinie Eb sowie alle anderen angegebenen Zellen außer Esb-MP 
wachsen in Suspension. Die Kultur von Jurkat und Eb Zellen erfolgt in RPMI1640 unter 
Zusatz von 5% FCS und die von U937 und P815 in RPMI1640 unter Zusatz von 10% FCS. 
Esb-Lci und P13.1 Zellen werden in RPMI1640 unter Zusatz von 10% FCS, 500 µg/ml G418 
und 0,05mM ß-Mercaptoethanol kultiviert. Beim Umsetzten wird der größte Teil der Zellen 
verworfen und der verbliebene Teil mit frischem Medium im gewünschten 
Umsetzungsverhältnis aufgefüllt. Das Verhältnis liegt je nach Verwendung bei 1:3 bis 1:20. 
Esb-MP sind adhärente Zellen, die in RPMI1640 unter Zusatz von 5% FCS wachsen. Zur 
Passage wird das verbrauchte Medium verworfen, die Zellen einmal mit sterilem PBS 
gewaschen und danach 1-2 min. mit Trypsin/EDTA im Brutschrank inkubiert, bis sie sich 
vom Boden der Kulturflasche abgelöst haben. Die Zellen werden dann mit warmem Medium 
abgespült, bei 1200 U/min. für 5 min. zentrifugiert und mit einer Verdünnung von 1:3 bis 
1:20 in eine neue Kulturflasche umgesetzt. 
 
CHO-Zellen 
Die chinesische Hamsterzelllinie wächst adhärent und wird zur Produktion von bispezifischen 
Konstrukten und Fusionsproteinen eingesetzt. Kultiviert werden die transfizierten 
Hamsterzellen in αMEM/MTX mit 5% dialysiertem FCS. Das Umsetzen der Zellen erfolgt 
wie bei MCF-7- und HT29-Zellen bereits beschrieben. 
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TF-1-, CTLL-Zellen 
Die humane Knochenmarks Erythroleukemie Zelllinie TF-1 und der zytotoxische T-Zell Klon 
CTLL wachsen zytokinabhängig. Deswegen werden dem Medium der TF-1 Zellen 25µg/ml 
humanes GM-CSF und dem Medium der CTLL Zellen 25U/ml humanes IL-2 zugesetzt. Nach 
dem Auftauen der Zellen erfolgt die Kultivierung zunächst in 6-Loch-Platten mit titrierten 
Zellzahlen. Zur Anzucht größerer Mengen kann bei entsprechend großer Ausgangszellzahl 
auf 75cm3 Zellkulturflaschen zurückgegriffen werden. Die Zelldichte muss jeden Tag 
kontrolliert werden. Vor den jeweiligen Experimenten werden die Zellen zytokinfrei in 
frisches Medium gesetzt. 
 
3.1.4 Inaktivierung von Tumorzellen durch γ-Bestrahlung 
Zur Inaktivierung werden Tumorzellen mit γ-Strahlen behandelt. Dies führt zum Verlust der 
Teilungsfähigkeit, wobei die Zellen vital bleiben und mindestens drei Tage kultiviert werden 
können, ohne abzusterben. Die Zellen werden in Suspension auf eine Zellzahl von 1x107 
Zellen/ml mit FCS haltigem Medium eingestellt und die benötigte Menge Zellen mit einer 
137Cäsium-Quelle bestrahlt. Für humane Zellen wird eine Strahlendosis von 200 Gray, für 
Mauszellen eine von 100 Gray angesetzt. Die bestrahlten Zellen werden dann zur NDV-
Modifikation oder direkt im Experiment eingesetzt. 
 
3.1.5 Isolierung primärer humaner Immunzellen 
Die Isolierung primärer humaner Immunzellen erfolgte direkt aus heparinisiertem 
Spenderblut, oder aus Leukozytenkonzentraten („buffy coat“, Blutbank Heidelberg und 
Mannheim). 
 
3.1.5.1 Isolierung humaner mononukleärer Zellen aus dem peripheren Blut 
Periphere mononukleäre Blutzellen (PBMZ) werden durch Zentrifugation in einem Ficoll-
Dichtegradienten gewonnen. In LeucoSep-Röhrchen werden je 15 ml Ficoll-Lösung vorgelegt 
und 1 min. bei 1200 U/min. zentrifugiert, so dass die Ficoll-Lösung in den Bereich unter dem 
Separationsfilter einwandern kann. Das heparinisierte Blut oder Leukozytenkonzentrat wird 
1:2 mit sterilem PBS verdünnt und je 35 ml davon in ein LeucoSep-Röhrchen gegossen, dass 
dann für 20 min. bei 2000 U/min. und 14°C ohne Bremse zentrifugiert wird. Durch die 
Zentrifugation bildet sich eine Interphase über der Ficoll-Lösung, in der sich die PBMZ 
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anreichern. In dieser Fraktion sind die meisten Subpopulationen des Blutes wie z.B.  T-
Zellen, B-Zellen, Monozyten, NK-Zellen und Thrombozyten enthalten. Erythrozyten und 
Granulozyten wandern aufgrund ihrer höheren spezifischen Dichte auf den Boden des 
Röhrchens. Über der Interphase sammelt sich das Blutserum. Die Interphase wird nach dem 
Entfernen des Serums mit einer sterilen Plastikpasteurpipette abgenommen und in ein 50 ml 
Röhrchen überführt. Die Zellen dreier Röhrchen können vereinigt werden. Die so gewonnene 
Zellsuspension wird mit PBS aufgefüllt und bei 2000 U/min. für 10 min. mit Bremse 
zentrifugiert. Dieser Waschschritt wird mit 1200 U/min. und 800 U/min. für jeweils 5 min. 
nochmals wiederholt. Der letzte Schritt entfernt eventuell noch vorhandene Thrombozyten. 
Die PBMZ werden dann in PBS aufgenommen und gezählt. Nun können sie zur Aufreinigung 
einer oder mehrerer Subpopulationen eingesetzt werden, oder mit dem entsprechenden 
Medium auf die für das jeweilige Experiment erforderliche Zellzahl eingestellt werden. 
 
3.1.5.2 Isolierung von PBMZ-Subpopulationen mit Hilfe der magnetischen Separation 
Die magnetische Separation erfolgt mit Hilfe von Dynabeads, superparamagnetischen 
monodispersen Polystyrol-Partikeln mit einer gleichmäßigen Dispersion von magnetischem 
Material aus γFe2O3 und Fe2O4. Die Partikeloberfläche ist mit Antikörpern beschichtet, die 
entweder spezifisch für ein spezielles Antigen sind, oder eine bestimmte Spezies von 
Antikörpern (z.B. Maus) erkennen, so dass sich mit ihrer Hilfe bestimmte Zellpopulationen 
depletieren bzw. positiv selektieren lassen. 
Die Stocklösung aller eingesetzten Dynabeads beträgt 4x108 Partikel/ml PBS (0,1% BSA, 
0,02% NaN3). T-Zellen werden aus PBMZ mit Hilfe des T Cell Negative Isolation Kit 
isoliert. Das bedeutet, dass alle Immunzellen außer T-Zellen depletiert werden. Der Kit 
enthält monoklonale Antikörper für die Oberflächenantigene CD46, CD16a/b, CD56 und 
HLA II DR/DP, sowie magnetische Partikel, die mit einem Fc-spezifischen humanen IgG4 
Antikörper gegen Maus-IgG beschichtet sind. Zunächst werden die PBMZ wie unter 3.1.5.1 
beschrieben aus dem peripheren Blut isoliert. Pro 1x107 PBMZ werden 4x107 Partikel 
eingesetzt. Die Zellen werden zunächst mit FCS und der Antikörperlösung bei 4°C inkubiert, 
um die Antikörper an die zu depletierenden Zellen zu binden. Nach einem Waschschritt wird 
die Zellsuspension in PBS aufgenommen und mit den ebenfalls mit PBS gewaschen 
magnetischen Partikeln unter leichtem Schütteln für 30 min. bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend werden die entstehenden Aggregate vorsichtig resuspendiert und die Lösung für 
2 min. dem Magnetfeld des MPC ausgesetzt, um die magnetisch markierten Zellen von den 
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restlichen Zellen zu trennen. Die nichtmarkierten T-Zellen befinden sich im Überstand und 
werden in ein frisches Röhrchen überführt. Sie können nun gezählt und in weiteren Schritten 
eingesetzt werden. Die Reinheit der Aufreinigung kann durchflußzytometrisch bestimmt 
werden. 
Für die Aufreinigung von NK-Zellen existiert ein ähnliches Kit, dass monoklonale Antikörper 
gegen CD3, CD14, CD36, CDw123 und HLA II DR/DP enthält und wie soeben beschrieben 
funktioniert. 
 
3.1.5.3 Isolierung von Monozyten aus PBMZ 
Monozyten bzw. Makrophagen adhärieren an Plastikoberflächen, wohingegen den meisten 
anderen Lymphozyten diese Fähigkeit fehlt. Diese Eigenschaft wird zur Isolierung oder 
Depletion von Monozyten genutzt, indem man wie zuvor beschrieben isolierte PBMZ auf 
eine Zellzahl von 2x106/ml in RPMI ohne FCS einstellt und jeweils 50ml dieser 
Zellsuspension für 2 Stunden in 150 cm2 Kulturflaschen im Brutschrank bei 37°C inkubiert. 
Danach werden die nicht adhärierten Zellen mit Medium abgespült, so dass Monozyten und 
Makrophagen übrig bleiben. Die adhärenten Zellen werden mit wenig Medium und einem 
sterilen Zellschaber von der Plastikoberfläche entfernt und in Medium aufgenommen. Nach 5 
minütiger Zentrifugation und anschließendem Zählen können die Zellen für weitere Schritte 
eingesetzt werden. 
 
3.1.5.4 Isolierung Plasmazytoider Dendritischer Zellen (PDZ) 
Für die Isolierung der PDZ werden zwei unterschiedliche Techniken verwendet. Für beide 
mussten zunächst die für die Aufreinigung nötigen PBMZ, wie unter 3.1.5.1 beschrieben, 
gewonnen werden. Da die Zellen nach spätestens drei Tagen in Kultur ihre Marker verlieren, 
wird dafür zum größten Teil frisches Spenderblut verwendet. In den ersten Experimenten, bei 
denen es darum ging, ob die Zellen eine Rolle im TNA spielen, erfolgte die Aufreinigung 
durch durchflusszytometrische Analyse (3.3.1.2) und gekoppeltes Sortieren. Dazu werden die 
Zellen mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern gegen CD123, BDCA-2 und BDCA-4 markiert 
(vgl. 3.3.1.2.) und aufgrund ihrer Oberflächenantigene durch den Sortierautomaten getrennt. 
Die Zellen können nach 5 minütiger Zentrifugation und anschließendem Zählen sofort 
eingesetzt werden. 
Für die folgenden Experimente werden dann 5x108 PBMZ in 1ml sterilem MACS-Puffer 
aufgenommen und für 30 min. mit 100 µl unkonjugiertem anti-BDCA-4 Antikörper 
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(0,1mg/ml) bei 4°C inkubiert. Anschließend werden die Zellen mit 20ml sterilem MACS-
Puffer gewaschen, in 2ml MACS-Puffer aufgenommen und mit 250µl Ziege-anti-Maus-IgG 
beschichteten MACS-Beads für 20 min. bei 4°C inkubiert.  
Die magnetische Säule, in der die Separation stattfindet, wird mit 3x 5ml MACS-Puffer 
equilibriert. Anschließend werden die Zellen nochmals mit 20 ml MACS-Puffer gewaschen 
und in 5 ml aufgenommen. Die Säule wird dann in den MidiMACS-Separator eingesetzt und 
die Zellsuspension eingefüllt. Nach ihrem Durchlauf wird die Säule mit 3x 5ml MACS-Puffer 
gewaschen. 5 ml Puffer werden eingefüllt, die Säule aus dem Separator entnommen und mit 
dem beiliegenden Stempel in ein steriles Röhrchen ausgespült. Die in der Fraktion 
enthaltenen Zellen sind BDCA-4 positive PDZ, die nun nach 5 minütiger Zentrifugation und 
anschließendem Zählen eingesetzt werden können. 
 
3.1.6 Produktion rekombinanter Fusionsproteine in Integraflaschen 
Integraflaschen sind 2-kammrige Kulturflaschen zur dauerhaften Produktion von 
rekombinanten Proteinen aus transfizierten Säugerzellen. Die von uns verwendeten 
Integraflaschen haben ein Produktionsvolumen von 15 ml und ein Versorgungsvolumen von 
1 L Medium. 
Die transfizierten CHO-Zellen werden in αMEM/MTX mit 5% dialysiertem FCS in 
Zellkulturflaschen kultiviert, bis sie dicht bewachsen sind. 2,5 x 107 Zellen werden dann in 
15 ml Medium (αMEM + 15% dialysiertes FCS) in die untere Kammer gegeben. Die obere 
Kammer, wird mit 1 L αMEM/MTX ohne FCS befüllt. Die Kultivierung der Integraflaschen 
erfolgt im Brutschrank bei 37°C. Einmal wöchentlich werden Zellen und Medium der unteren 
Kammer entnommen und 5 min. bei 1200 U/min. zentrifugiert. Der Überstand wird bis zur 
Aufreinigung des produzierten Proteins bei –20°C gelagert. Etwa die Hälfte der Zellen wird in 
frischem Medium aufgenommen und in die Flasche zurückgegeben. Das Medium in der 
oberen Kammer wird ebenfalls entnommen und durch frisches Medium ersetzt. 
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3.2 Proteinchemische Methoden 
3.2.1 Lösungen und Puffer 
 
Aufreinigung über Ni-NTA-Säulen 
Bindepuffer: 50 mM NaH2PO4 
 300 mM NaCl 
 evtl. Zusatz von 2,5-20 mM Imidazol (abhängig vom 
Elutionsprofil des Proteins) 
 pH , Lagerung bei 4°C 
 
Waschpuffer: wie Bindepuffer 
 
Elutionspuffer: 50 mM NaH2PO4 
 300 mM NaCl 
 200 mM Imidazol 
 pH , Lagerung bei 4°C 
 
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
Acrylamidlösung: 30% Acrylamid 
 0,8% Bisacrylamid, Lagerung bei 4°C 
 
Trenngel (40 ml) 10% 12,5% 
Acrylamid 13,3 ml 16,6 ml 
3 M Tris/HCL, pH 8,8 5,3 ml 5,3 ml 
H2O 20,9 ml 18,1 ml 
10% SDS 0,4 ml 0,4 ml 
10% APS 100 µl 100 µl 
TEMED 15 µl 15 µl 
 
 
Sammelgel: 1,35 ml Acrylamid 
 2,5 ml 0,5 M Tris/HCL, pH 6,8  
 6 ml H2O 
 100 µl SDS 10% 
 100 µl APS 10%l 
 10 µl TEMED 
 
Laufpuffer (SDS-PAGE) : 25 mM Tris/HCL, pH 8,3 
 0,19 M Glycin 
 0,1% SDS 
 
 
3  Methoden 
44 
2x SDS-Probenpuffer : 0,5 M Tris/HCL, pH 6,8 
 10% Glycerin 
 2% SDS 
 5% β-Mercaptoethanol 
 0,1% Bromphenolblau, Lagerung bei 4°C 
 
2x nichtreduzierender 
Probenpuffer: 0,5 M Tris/HCL, pH 6,8 
 10% Glycerin 
 2% SDS 
 0,1% Bromphenolblau, Lagerung bei 4°C 
 
Western Blot 
Puffer 1 : 0,04 M ε-Aminocapronsäure 
 0,025 M Tris, pH 9,4 
 
Puffer 2 : 0,3 M Tris, pH 10,4 
 
Puffer 3 : 0,025 M Tris, pH 10,4 
 
Blocklösung/5%: 5% Magermilch in T-TBS-Lösung/0,05% 
 
Blocklösung/2,5%: 2,5% Magermilch in T-TBS-Lösung/0,05% 
 
TBS-Lösung: 10 mM Tris, pH 8 
 150 mM NaCl 
 
T-TBS-Lösung/0,1%: TBS 
 0,1% Tween 20 
 
T-TBS-Lösung/0,05%: TBS 
 0,05% Tween 20 
 
Silbergel Färbung: 
Fixierer 1: 30% (v/v) Ethanol (p.a.) 
 10% (v/v) Essigsäure 
 
Fixierer 2: 30% (v/v) Ethanol (p.a.) 
 0,5M Natriumazetat 
 0,5% (v/v) Glutaraldehyd 
 0,2% (w/v) Natriumthiosulfat-Pentahydrat 
 
Entwickler 1: 0,1% (w/v) Silbernitrat 
 0,01% (v/v) Formaldehyd 
 (vor Licht schützen) 
 
Entwickler 2: 2,5% Natriumkarbonat 
 0,005% (v/v) Formaldehyd 
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3.2.2 Dialysemembranen und Dialyse 
Zur Dialyse von Protein-Lösungen werden Dialyseschläuche mit einer Porengröße von 12-
14 kDa eingesetzt. Die trockenen Dialysemembranen werden 1-2 Stunden in einem großen 
Volumen destilliertem Wasser eingeweicht und anschließend bei Raumtemperatur in 
destilliertem Wasser mit 0,1% Natriumazid aufbewahrt. 
Die Proteinlösung wird in einen so vorbereiteten Dialyseschlauch eingefüllt, wobei darauf zu 
achten ist, dass der Schlauch nicht austrocknet und Handschuhe getragen werden. Der befüllte 
Schlauch wird dicht verschlossen und in einem großen Volumen des entsprechenden 
Dialysepuffers (meist PBS) 36 bis 48 Stunden bei 4°C unter ständigem Rühren dialysiert. 
Während dieses Vorganges wird mindestens dreimal der Dialysepuffer erneuert. 
 
3.2.3 Aufreinigung von scFv-Fusionsproteinen über Nickel-NTA-Säulen 
Die Aufreinigung von scFv-Fusionsproteinen aus Zellkulturüberständen mittels Metallchelat-
affinitätschromatographie erfolgt mit Nickel-Sepharose. Dabei sind die Nickelionen über 
einen Chelatbildner mit der Sepharose verbunden. Die Säulenmatrix wird mit Bindepuffer 
equilibriert. Um die scFv-Fusionsproteine an die Nickel-Sepharose zu binden wird der 4°C 
kalte, gegen Waschpuffer dialysierte Kulturüberstand langsam auf die Säule gegeben. 
Anschließend wird die beladene Säule mit Waschpuffer gewaschen, um nicht gebundenes 
Protein zu entfernen. Die Elution der scFv-Fusionsproteine erfolgt dann mit Imidazol-
haltigem Elutionspuffer bei 4°C. Es werden Fraktionen zu  2ml gesammelt. Die einzelnen 
Fraktionen werden mit 2x SDS-Probenpuffer versetzt und mittels SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (vgl. 3.2.5) und anschließendem Western Blot (vgl. 3.2.8) 
auf Menge und Reinheit des gewünschten Proteins überprüft. Die Fraktionen mit der größten 
Proteinmenge werden zusammengefasst und gegen PBS dialysiert (vgl. 3.2.2). Danach wird 
das gereinigte Protein in Amicon-Konzentratoren durch Zentrifugation bei 4000 U/min. 
angereichert und die Konzentration anhand der Bradford-Methode (vgl. 3.2.4) bestimmt. Die 
Lagerung erfolgt bei 4°C. Aliquots werden bei -70°C eingefroren. 
 
3.2.4 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wird der CB-Protein Assay verwendet, welcher auf 
der Bradford-Methode basiert (Bradford et al., 1976). Dieser Assay enthält einen 
Proteinstandard (BSA, 2 mg/ml) und das Bradfordfarbreagenz Coomassie Brillant Blue in 
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saurer Lösung. Bei Bindung von Protein an den Farbstoff verschiebt sich das 
Absorptionsmaximum von 465nm zu 495nm. Anhand von Verdünnungsreihen des BSA-
Standards kann gleichzeitig vermessenen unbekannten Proteinproben ein Konzentrationswert 
zugeordnet werden. Die Proben und Standardverdünnungen werden mit dem Reagenz versetzt 
und die Absorption bei 495nm nach 5 min. gemessen. Die Proteinbestimmung erfolgt in 
Duplikaten. 
 
3.2.5  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
(modifiziert nach Laemmli et al., 1970) 
Mit der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist es möglich Molekulargewicht 
und Reinheitsgrad von Proteinen zu bestimmen. Ein Gel besteht aus einem Sammel- und 
einem darunterliegenden Trenngel mit unterschiedlichem prozentualem Anteil an Acrylamid. 
Im oberen Sammelgel werden Proteine bei niedriger Acrylamidkonzentration und pH 6,8 zu 
einer schmalen Bande konzentriert, um dann im Trenngel bei pH 8,8 und höherer 
Acrylamidkonzentration nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt zu werden.  
Die Gele werden wie in 3.2.1 aufgeführt hergestellt. Die Angaben beziehen sich auf vier Gele. 
Das fertige Gel wird in die Elektrophoresekammer eingespannt und mit Laufpuffer befüllt. 
Die zu untersuchenden Proben werden 1:2 in 2x SDS-Probenpuffer aufgenommen und 5 min. 
bei 95°C aufgekocht. Die unlöslichen Bestandteile werden bei 1300 U/min. für 5 min. 
abgetrennt und der erhaltene Überstand mit 10-20 µl pro Probe auf das Polyacrylamidgel 
aufgetragen. Als Molekulargewichtsmarker dient RainbowTM-Marker. Die Elektrophorese der 
Proteine erfolgt bei einer konstanten Stromstärke von 100 mA, bis das Bromphenolblau des 
Probenpuffers die untere Grenze des Gels erreicht hat. 
 
3.2.6 Silberfärbung von Polyacrylamidgelen 
Die Färbung von Polyacrylamidgelen dient z.B. dem Nachweis der Reinheit einer 
Proteinaufreinigung. Die Silberfärbung ist dabei 10-100 Mal so empfindlich wie andere 
Färbemethoden, wie z.B. Coomassie. Die gesamte Färbung erfolgt bei Raumtemperatur in 
Plastikgefäßen. Sämtliche Lösungen werden kurz vor Benutzung frisch angesetzt. Das fertige 
Gel wird mindestens eine Stunde, besser über Nacht, in Fixierer 1 geschüttelt und 
anschließend für eine Stunde in Fixierer 2 inkubiert. Dann erfolgen drei Waschschritte a 10 
min. in Millipore-Wasser, bevor das Gel in Entwickler 1 gelegt wird. Nach einer Stunde 
Schütteln, wird das Gel zweimal kurz mit Millipore-Wasser abgewaschen und dann in 
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Entwickler 2 unter Schütteln inkubiert, bis sich die braunen Proteinbanden zeigen. Die 
Reaktion kann dann mit 50 mM EDTA-Lösung abgestoppt und das Gel auch darin bis zu 
einer Woche gelagert werden. 
 
3.2.7  Trocknen von Polyacrylamidgelen  
Das Gel wird auf ein Stück Whatman Papier entsprechender Größe gelegt und mit 
Frischhaltefolie abgedeckt. Anschließend kommt es für 30 min. bei 80°C in einen Geltrockner 
mit Vakuumanschluss. Nach dem Trockenvorgang ist dem Gel die Feuchtigkeit entzogen. 
Das Ergebnis liegt in Form eines folienüberzogenen Watman-Papiers vor und kann über einen 
Scanner elektronisch dargestellt werden.  
 
3.2.8 Western Blot 
Der Western Blot dient zum Nachweis von Proteinen unter Verwendung spezifischer 
Antikörper. 
 
Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulose-Membran 
Nach elektrophoretischer Auftrennung eines Proteingemisches in einem Polyacrylamidgel 
werden die Proteine in einem Elektro-Trockenblot auf eine Nitrozellulose-Membran 
transferiert. Hierzu werden sechs Lagen Whatman-Filterpapiere in Puffer 2 und drei Lagen in 
Puffer 3 getränkt und anschließend luftblasenfrei auf die untere anodische Graphitplatte 
gelegt. Darauf folgen die mit Methanol befeuchtete und in Puffer 3 gewaschene 
Nitrozellulose-Membran, sowie das ebenfalls in Puffer 3 equilibrierte Gel. Den Abschluss 
bilden neun Lagen in Puffer 1 getränktes Filterpapier. Anschließend wird die Katoden-Platte 
aufgesetzt und die Proteine für 90 min. mit 0,8 mA/cm2 auf die Membran transferiert. 
Die Spuren der Markerproteine werden auf der Membran mit Bleistift markiert. 
 
Immunfärbung von Nitrozellulose-Membranen 
Nach dem Transfer der Proteinbanden auf die Nitrozellulose-Membran wird diese in einem 
Plastikschälchen für 1 Stunde bei Raumtemperatur auf einem Kippschüttler in Blocklösung 
inkubiert, um die freien Proteinbindungstellen auf dem Filter abzusättigen. Anschließend wird 
die Membran mit dem für das zu detektierende Protein spezifischen primären Antikörper in 
Blocklösung, 1:2 mit T-TBS/0,05% verdünnt und auf dem Kippschüttler für 2 Stunden bei 
Raumtemperatur (oder bei 4°C über Nacht) inkubiert. Danach wird die Membran einmal für 
3  Methoden 
48 
10 min. mit 1x T-TBS/0,1% und zweimal für 10 min. mit T-TBS/0,05% gewaschen, bevor sie 
mit Peroxidase-konjugiertem Zweitantikörper, ebenfalls in Blocklösung verdünnt, für eine 
weitere Stunde bei Raumtemperatur inkubiert wird. Die Membran wird erneut wie bereits 
beschrieben gewaschen. Die Detektion des spezifisch gebundenen Antikörpers erfolgt mit 
Hilfe des ECL-Systems. Die Detektionslösungen werden in einem Verhältnis von 1:1 
(0,125 ml/cm2 Membran) gemischt und die Membran darin für 1 min. inkubiert. Die 
Proteinbanden werden dann durch die Chemoluminiszenz der Substratreaktion unter 
Verwendung von belichtungssensitiven Röntgenfilmmaterialien sichtbar gemacht. Die 
Intensität der Chemoluminiszenz bestimmt die Dauer der Exposition.  
 
 
 
3.2.9 Verdau von Antikörpern und Reinigung von F(ab)2 Fragmenten 
 
Der entsprechende Antikörper wird gegen PBS dialysiert in einer Konzentration zwischen 0,1 
und 1mg/ml auf eine Säule gegeben, die das Enzym Ficin matrixgekoppelt enthält und für 22 
Stunden bei 37°C verdaut. 
Anschließend wird der Säuleninhalt eluiert und auf eine Protein-A-Säule gegeben, die alle Fc-
haltigen Bestandteile herausfiltert und nur das reine F(ab)2 Fragment des jeweiligen 
Antikörpers abgibt. Der Durchlauf, die Waschschritte und das Eluat der Protein-A-Säule 
werden in Fraktionen gesammelt. 50µl jeder Fraktion wird bei 280nm im Photometer 
vermessen, um die Fraktionen zu ermitteln, die das meiste Protein enthalten. Überprüft wird 
das Ergebnis durch Gelelektrophorese, Western-Blot und Silbergelfärbung. Nach 
Zusammenfassen, Dialyse und Aufkonzentrierung der entscheidenden Fraktionen wird eine 
Konzentrationsbestimmung durchgeführt, die F(ab)2-Fragmente sterilfiltriert und bei 4°C 
gelagert. Die Durchführung erfolgt nach Herstellerangaben. 
 
 
3.3 Immunbiologische Methoden 
3.3.1 Durchflußzytometrie 
Die Expression von Zelloberflächenmolekülen und die Bindungsfähigkeit von Antikörpern an 
die entsprechenden Epitope wird mit Hilfe eines Durchflußzytometers (FACScan -
fluorescence activated cell sorter) quantifiziert. Zur Auswertung wird die CellQuest Software 
verwendet. 
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3.3.1.1 Lösungen und Puffer 
FACS-Puffer: 1x PBS 
 5% FCS 
 0,1% Natriumazid, Lagerung bei Raumtemperatur 
 
Nicoletti-Puffer 0,05 mg/ml Propidiumiodid 
 0,1% Natriumcitrat 
 0,1% Triton X-100  
 in 1x PBS, dunkel bei 4°C lagern 
 
PI-Lösung: Propidiumiodid [1 µg/ml] 1:10 in PBS verdünnt 
 
3.3.1.2 Messung von Oberflächenantigenen im FACS 
Mit Hilfe des FACS können verschiedenste Epitope auf den Oberflächen von Zellen detektiert 
werden. Dazu werden 1x105 bis 1x106 Zellen in ein FACS-Röhrchen gegeben, für 3 min. bei 
1200 U/min. und 4°C zentrifugiert, in 50µl 1:20 mit FACS-Puffer verdünnter Endobolin-
Lösung resuspendiert und für 15 min. auf Eis inkubiert. Anschließend werden 50µl des 
Erstantikörpers (meist direkt fluoreszenzmarkiert), der je nach Antikörper zwischen 1:10 und 
1:100 mit FACS-Puffer verdünnt wird, dazugegeben und die Probe nach guter 
Durchmischung für 30 min. auf Eis inkubiert. Mit den in dieser Arbeit verwendeten 
Fusionsproteinen und single chain Antikörpern wird im FACS wie mit einem Erstantikörper 
verfahren. Handelt es sich um direkt fluoreszenzmarkierte Erstantikörper, werden die Zellen 
nun 2 mal gewaschen, in 50-100µl FACS-Puffer aufgenommen und für die Messung dunkel 
auf Eis gestellt. Bei nicht direkt fluoreszenzmarkierten Antikörpern werden die Zellen einmal 
mit FACS-Puffer gewaschen und in 50µl der Zweitantikörper-Lösung, die einer 1:100 bis 
1:400 Verdünnung des jeweiligen Antikörpers in FACS-Puffer entspricht, resuspendiert und 
30 min. im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach zweimaligem Waschen werden die Zellen in 50-
100µl FACS-Puffer resuspendiert. Sollte noch ein dritter Färbeschritt nötig sein erfolgt dieser 
wie der zweite. Bei Mehrfachfärbungen werden nicht einzelne Antikörper sondern 
Antikörpermischungen in den Schritten verwendet, die dann so konzipiert sein müssen, dass 
sich die Antikörper nicht gegenseitig hindern. Bei solchen Färbungen müssen immer 
Einzelfärbungen mit den verschiedenen verwendeten Farben mitgeführt werden. 
Vor der Messung wird mit ungefärbten Zellen in FACS-Puffer die Autofluoreszenz der Zellen 
am Durchflußzytometer auf ein Minimum eingestellt. Danach werden mit den 
Einzelfärbungen für jeden Fluoreszenzfarbstoff die gegenseitigen spektralen Überlappungen 
der einzelnen Fluoreszenzen gegeneinander kompensiert. Nach Einstellen der Messapparatur 
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werden die Proben gegebenenfalls 1:100 mit Propidiumiodid-Lösung versetzt (3.3.1.4), gut 
geschüttelt und 1 min. inkubiert bevor sie vermessen werden. Die Anzahl der zu zählenden 
Zellen wird durch die Frequenz der untersuchten Epitope in der Zellpopulation bestimmt und 
liegt meist zwischen 10000 und 200000. 
 
3.3.1.3 Messung von intrazellulären Epitopen im FACS 
Die Messung von intrazellulären Epitopen erfolgt sehr ähnlich wie die der 
Oberflächenantigene. Sollen parallel Oberflächenantigene gefärbt werden, findet diese 
Färbung wie unter 3.3.1.2 beschrieben zuerst statt. Die Zellen, ob gefärbt oder nicht, werden 
dann mit 1x105 bis 1x106 Zellen in ein FACS-Röhrchen gegeben und mit 50µl 
CytoPerm/CytoFix-Lösung für 20 min. auf Eis inkubiert. Anschließend werden die Zellen 
einmal mit dem zugehörigen Waschpuffer gewaschen. Der Antikörper für die intrazelluläre 
Färbung wird in Waschpuffer verdünnt, auf die Zellen gegeben und 30 min. auf Eis inkubiert. 
Nach nochmaligem Waschen mit Waschpuffer werden die Zellen in 50-100µl FACS-Puffer 
aufgenommen und für die FACS-Messung dunkel auf Eis gestellt. 
 
3.3.1.4 Markierung von Tumorzellen mit CFSE 
Die Zellen werden zweimal mit sterilem PBS gewaschen, auf 1x107 pro ml mit CFSE-
haltigem PBS eingestellt und in ein 15ml Plastikgefäß gegeben. Dabei wird die 500µM 
CFSE-Stocklösung 1:100 verdünnt. Nach 20 minütiger Inkubation auf Eis wird die 
Suspension mit 10ml kaltem PBS + 0,1% FCS aufgefüllt und somit die Färbung gestoppt. Die 
Zellen werden dann nach einer fünf minütigen Zentrifugation bei 1200 U/min. mit dem 
nötigen Medium eingestellt und weiterverwendet. 
 
3.3.1.5 Nachweis von toten Zellen mit Propidiumiodid 
Durch die Färbung mit Propidiumiodid (PI) kann im FACS zwischen lebenden und toten 
Zellen unterschieden werden. Tote Zellen nehmen durch beschädigte Zell- und 
Kernmembranen Propidiumiodid auf, welches dann in die DNA interkaliert. Die toten Zellen 
fluoreszieren dadurch stark im dritten Fluoreszenzkanal (FL3-H). Durch die Markierung der 
toten Zellen, kann man diese dann elektronisch von der Messung ausschließen. 
Den Proben wird kurz vor der Messung 50 µl Propidiumiodid-Lösung zugesetzt. Nach gutem 
Schütteln und etwa einminütiger Inkubation können die Proben dann vermessen werden. 
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3.3.1.6 Nicoletti-Methode zur Bestimmung apoptotischer Zellen 
5x105 zu messende Zellen werden in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt und mit 
1ml PBS gewaschen. Nach Zentrifugation mit 1200 U/min. für 5 min. wird der Überstand 
verworfen und die Zellen in 250µl Nicoletti-Puffer resuspendiert. Dabei ist darauf zu achten, 
dass vorsichtig und ohne Einsatz des Vortex Genie gearbeitet wird. Die Proben müssen dann 
mindestens 48 Stunden dunkel bei 4°C gelagert werden, bevor sie nochmals resuspendiert und 
in FACS-Röhrchen überführt werden. Die Messung erfolgt im FL2-H Kanal. 
 
3.3.2 ELISA („enzyme linked immunosorbent assay“) 
ELISA-Waschpuffer:                100ml 10x PBS 
                       0,5 ml Tween20 
                       ad 1L in ddH2O lösen 
 
Durch die ELISA-Methode können Proteine in Lösung quantifiziert werden. In dieser Arbeit 
wird die Methode benutzt um Zytokine im Überstand von in vitro-Experimenten mit lebenden 
Zellen zu detektieren. 
In MaxiSorp-Mikrotiterplatten, an die ein Antikörper gegen das zu untersuchende Zytokin 
über Nacht bei 4°C gebunden wird, wird für zwei Stunden der zu bestimmende Überstand 
gegeben, damit das Zytokin an den Antikörper binden kann. Anschließend wird die Platte gut 
mit ELISA-Waschpuffer nach Angabe des Herstellers gewaschen und ein biotinylierter 
Antikörper, der ein anderes Epitop des Zytokins erkennt zugegeben. Nach erneuter 90 
minütiger Inkubation und anschließendem Waschen wird mit einem Streptavidin-Peroxidase-
Konjugat inkubiert. Die gebundene Peroxidase generiert aus Trimethylbenzidin in einer 
Enzym-Substrat-Reaktion einen blauen Farbstoff, der durch Ansäuerung mit 1-4M 
Schwefelsäure in einen gelben Farbton umschlägt und somit bei einer Extinktion von 450nm 
im ELISA-Meßgerät detektiert werden kann. Für jeden Ansatz wird eine Eichkurve aus 
Verdünnungen eines Zytokinstandards angefertigt. Anhand einer linearen Regression der 
Standardkurve kann dann die Konzentration des Zytokins im Überstand berechnet werden. In 
dieser Arbeit werden kommerziell erhältliche ELISA-Kits verwendet, in denen alle 
Antikörper-Konzentrationen optimal eingestellt waren, so dass die unspezifischen Reaktionen 
sehr gering waren. Die Durchführung erfolgte nach dem Protokoll des jeweiligen Herstellers. 
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3.3.3  Immunfluoreszenz 
Die Zellen werden durch direkte Kultur auf sterilen Objektträgern oder durch einminütige 
Zentrifugation in einer Zyto-Spin-Anlage bei 800 U/min. auf die Objektträger aufgebracht. 
Anschließend erfolgt eine 20 minütige Inkubation bei Raumtemperatur in 2%iger 
Paraformaldehyd Lösung (in PBS). Die Zellen werden einmal mit PBS gewaschen, bevor sie 
mit 50mM Ammoniumchlorid-Lösung für 10 min. inkubiert werden, um freie Radikale 
abzufangen, die später die Fluoreszenzfarbstoffe zerstören könnten. Nach erneutem 
zweimaligem Waschen mit PBS werden für 15 min. die verbliebenen unspezifischen 
Bindungsstellen mit 5% des Serums (in PBS) der Spezies aus der der fluoreszenzmarkierte 
Zweitantikörper gewonnen wurde blockiert. Alle folgenden Antikörper werden in dieser 
Lösung verdünnt. Der Erstantikörper kommt in einer 1:500 Verdünnung auf den Objektträger 
und wird 45 min. inkubiert, bevor nach dreimal fünfminütigem Waschen mit PBS der 
fluoreszenzmarkierte Zweitantikörper 1: 250 verdünnt zugesetzt und für 30 min. im Dunkeln 
inkubiert wird. Nach nochmals zweimaligem Waschen mit PBS für 5 min. werden die Zellen 
3 min. in einer 1:1000 Verdünnung von Hoechst 33342 in PBS belassen bevor das endgültige 
Waschen von dreimal 10 min. in PBS erfolgt. Die Objektträger werden mit Hilfe von 
Kaisergelatine und einem zweiten Objektträger abgedeckt und sind bereit für die Analyse im 
Fluoreszenz-Mikroskop. 
 
3.4 Virologische Methoden 
3.4.1 Vermehrung des Newcastle Disease Virus (NDV) 
Die Vermehrung von NDV erfolgt in befruchteten Hühnereiern, welche zunächst 10 Tage bei 
37°C, 62% Luftfeuchtigkeit und Wenden im vierstündigen Rhythmus inkubiert werden. An 
Tag 10 werden die Eier durchleuchtet, die Luftkammer markiert und Eier mit toten 
Embryonen aussortiert. An einer gefäßfreien Stelle wird dann durch die Luftkammer der 
Allantoishöhle 100 µl Virussuspension (= sterile virushaltige Allantoisflüssigkeit, 1:104 
verdünnt) injiziert und die Einstichstelle mit flüssigem Paraffin verschlossen. Die Bebrütung 
der Eier erfolgt mit der Luftkammer nach oben für weitere drei Tage. An Tag 13 werden die 
Eier für 4 Stunden auf 4°C abgekühlt, um die Embryonen abzutöten. Nach Entfernen der 
Schale über der Luftkammer wird die klare Allantoisflüssigkeit mit einer Pasteurpipette 
abgesaugt und durch Zentrifugation bei 4°C mit 1800g für 30 min. von Zell- bzw. 
Geweberesten befreit. Anschließend werden die Viren bei 4°C und 50000g in einer 
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Ultrazentrifuge für eine Stunde abgeschieden. Das Sediment wird in 0,5 ml PBS 
aufgenommen und über ein Saccharose-Kissen (15%) mittels Ultrazentrifugation (97000 x g, 
4°C, 1 Stunde) gereinigt. Nach vorsichtigem Absaugen der Virusbande schließt sich eine 
erneute Sedimentation in der Ultrazentrifuge an. Das Virus wird in PBS/0,1%EDTA 
aufgenommen und der Hämagglutinationstiter bestimmt (hämagglutinierende Einheit pro ml 
= HU/ml). Die Stammlösung des Virus wird in flüssigem Stickstoff aufbewahrt, verdünnte 
Viruslösungen werden bei –70°C gelagert. 
 
3.4.2 Hämagglutinationstest 
NDV besitzt die Fähigkeit an Erythrozyten zu adsorbieren. Aufgrund der polyvalenten 
Adsorptionsmöglichkeiten der Viruspartikel kann in einer Erythrozytensuspension die 
Vernetzung der roten Blutkörperchen (Hämagglutination) beobachtet werden. 
Schafserythrozyten werden zweimal mit PBS gewaschen und in PBS auf eine 
Gebrauchskonzentration von 1% (w/v) eingestellt. Der Hämagglutinationstest wird in 96-
Loch-Rundbodenplatten in Duplikaten durchgeführt. Von der Virussuspension werden 
serielle 1:2 Verdünnungen in PBS hergestellt. Zu den einzelnen Verdünnungen wird das 
gleiche Volumen der 1%igen Schafserythrozytensuspension in PBS pipettiert. Nach 60-
90 min. Inkubation bei Raumtemperatur wird der Virustiter abgelesen. Eine 
hämagglutinierende Einheit (HU) ist definiert als die geringste Viruskonzentration, bei der die 
letzte vollständige Agglutination zu erkennen ist. 
 
3.4.3 Inaktivierung des Newcastle Disease Virus durch UV-Licht 
NDV kann durch UV-Licht inaktiviert werden (NDV-UV), so dass es sich in Tumorzellen 
nicht mehr replizieren kann. Hierzu wird die Virussuspension in eine Petrischale überführt 
und für 5 min. mit UV-Licht (254 nm; 2mW/cm2) in einem Abstand von 7 cm zur UV-Quelle 
bestrahlt. Das inaktivierte Virus wird direkt im entsprechenden Experiment eingesetzt. 
  
3.4.4 Modifikation von Tumorzellen mit dem Newcastle Disease Virus 
Tumorzellen werden mit serumfreiem Medium gewaschen (5 min.; 1200 U/min.), 
resuspendiert und gezählt. 1x107 Zellen/ml werden dann in serumfreien Medium mit 100 HU 
NDV modifiziert. Die Inkubation der Tumorzell-Virussuspension erfolgt bei 37°C für eine 
Stunde im Brutschrank. Dabei wird das sich bildende Sediment alle 15 min. aufgeschüttelt. 
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Nach der Inkubation werden die Zellen dreimal mit Medium gewaschen  
(5 min.; 1200 U/min.) und auf die für das jeweilige Experiment erforderliche Zellzahl mit 
FCS-haltigem Medium eingestellt oder wieder in Kulturflaschen ausgesät, um durch die 
Replikation von NDV auf den Tumorzellen eine höhere Dichte der viralen 
Oberflächenproteine ereichen. Die erfolgreiche Modifikation der Tumorzellen mit NDV und 
die Replikation von NDV kann durchflußzytometrisch überprüft werden. 
 
 
3.5 In-vitro Experimente mit lebenden Zellen 
 
3.5.1 Lösungen und Puffer 
 
ELISpot-Waschpuffer:                100ml 10x PBS (steril) 
                       0,25% Tween20 (steril) 
                       ad 1L ddH2O 
 
ELISpot-Coating-Puffer:               2,93g Natriumbicarbonat 
                       1,59g Natriumcarbonat 
                       ad 1L ddH2O 
                       steril, bei –20°C gelagert 
 
3.5.2 Proliferationsmessung mit TF-1 oder CTLL Zellen 
Die biologische Aktivität von GM-CSF oder IL-2 bzw. GM-CSF- oder IL-2-haltigen 
Fusionsproteinen wird durch Ko-Kultur von abhängigen Zellen und der dadurch ausgelösten 
Proliferationsrate bestimmt. Als Maß für die Proliferation von TF-1 Zellen nach Stimulierung 
mit GM-CSF oder von CTLL Zellen nach Stimulierung mit IL-2 wird der Einbau von 
Tritium-markiertem Thymidin (3H-Thymidin) in die DNA während der Zellteilung 
verwendet. 
Für diese Experimente werden TF-1- bzw. CTLL Zellen 24 Stunden vor Gebrauch in frisches 
zytokinfreies Medium umgesetzt. Am nächsten Tag werden die Zellen bei 1200 U/min. für 5 
min. abzentrifugiert, dreimal mit 20ml Medium gewaschen und auf eine Zellzahl von 
2x105/ml eingestellt. Die zu untersuchenden zytokinhaltigen Überstände bzw. die zu 
untersuchenden Fusionsproteine werden in 96 Loch Platten in Medium seriell 1:4 verdünnt. 
50µl der Zell-Suspension werden in jedes Loch ausgesät. Die Messung wird als 
Doppelbestimmung durchgeführt. Nach 48-72 Stunden bei 37°C im Brutschrank werden den 
Löchern 1 µCi 3H-Thymidin in RPMI Medium mit 5% FCS zugesetzt und die Zellen für 
weitere vier Stunden bei 37°C inkubiert. Die Platten werden dann entweder bei –20°C 
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eingefroren oder direkt geerntet. Mit Hilfe eines Mikro Cell-Harvesters werden die Zellen 
lysiert und die radioaktiv markierte DNA auf eine Glasfasermatte gesaugt. Nach dem 
Trocknen der Matten werden diese unter Zusatz von Szintillationsflüssigkeit in Plastikfolien 
eingeschweißt. Die Radioaktivität bzw. die 3H-Thymidin-Inkorporation in die DNA der 
Zellen wird mit einem automatischen Liquid Scintillation Counter quantifiziert. 
 
 
3.5.3 Tumor-Neutralisations-Assay (TNA) oder Bystander Kill 
Der Tumor-Neutralisations-Assay ist ein Langzeit-Test durch den geklärt werden soll, ob 
immunologische Effektorzellen mit Hilfe von Vakzinezellen so aktiviert werden können, dass 
lebende Tumorzellen am Wachstum gehindert oder sogar eliminiert werden können. In dieser 
Arbeit wird ein 96 Loch- und ein 48 Loch-Protokoll verwendet. 
Lebende adhärent wachsende MCF-7 Tumorzellen werden in 96-Loch Rundbodenplatten 
bzw. 48 Loch Flachbodenplatten im gewohnten Kulturmedium ausgesät und 4 Stunden bei 
37°C im Brutschrank inkubiert, um das Adhärieren der Zellen zu ermöglichen. Die 
aufgereinigten Effektorzellen werden mit DMEM + 5% FCS auf die nötige Zellzahl 
eingestellt und auf die Tumorzellen gegeben. Parallel zur Aufreinigung der Effektorzellen 
erfolgt die Vorbereitung und Zugabe der Tumorvakzine. Dazu werden die Tumorzellen mit 
200 Gy γ-bestrahlt und anschließend wie beschrieben mit Virus modifiziert. Die Zellen 
werden dreimal gewaschen, auf die benötigte Zellzahl eingestellt und in die Löcher gegeben. 
Falls erforderlich werden zuletzt die Fusionsproteine auf die gewünschten Konzentrationen 
verdünnt und in die einzelnen Löcher pipettiert. Zur größeren Messgenauigkeit werden 
Dreifachbestimmungen durchgeführt. Das Endvolumen ist in allen Löchern gleich groß und 
beträgt im 96 Loch-Protokoll 200 und im 48 Loch-Protokoll 400µl. Die Mikrotiterplatten 
werden dann in Frischhaltefolie eingeschlagen, um ein übermäßiges Verdunsten von Medium 
zu verhindern und für 5-7 Tage im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die Inkubationszeit ist 
abhängig von der Konfluenz der Kontroll-Löcher, die nur lebende Tumorzellen enthalten. Der 
Ansatz wird gestoppt wenn ihr Boden konfluent bewachsen ist. Die Überstände der Triplikate 
werden entweder mit einer Pipette abgenommen und für eventuelle spätere Untersuchungen 
in Eppendorf-Reaktionsgefäßen bei –20°C gelagert oder mit einer Glaspipette und der 
Wasserstrahlpumpe abgesaugt und verworfen. Die Platte wird zweimal, unter 
mikroskopischer Kontrolle, mit 200 bzw. 400µl RPMI + 5% FCS pro Loch gewaschen, um 
die Zellen im Überstand zu entfernen. Nach Zugabe von 100µl bzw. 200µl RPMI mit 5% FCS 
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und 20 bzw. 40µl MTS-Lösung pro Loch wird die Platte 10-40 min. bei 37°C im Dunkeln 
inkubiert, worauf die lebenden Zellen die gelbe MTS-Tetrazol-Komponente in das braune 
Formazan-Produkt umwandeln. Die Inkubationszeit richtet sich nach der Stärke der 
Braunfärbung, wobei gestoppt werden sollte, bevor der Farbton zu sehr im Dunkelbraunen 
liegt. Dieses Abstoppen erfolgt durch Zugabe von 20 µl SDS/10% pro Loch. Dann kann die 
Platte im ELISA-Meßgerät bei 490nm vermessen werden. Im Fall des 48 Loch Protokolls 
wird der Inhalt der braungefärbten Löcher in 96 Loch Platten übertragen, in denen in jedem 
Loch 20µl SDS/10% vorgelegt sind, bevor die Platte vermessen wird. Für die Auswertung 
sind Löcher notwendig, die nur Medium und Farbstoff enthalten, um einen Wert für den  
Hintergrund angeben zu können. 
Die Berechnung der Tumorwachstumsinhibition (TWI) erfolgt nach folgender Formel: 
 
emmungWachstumsh%100
dHintergrun490A - trollePositivkon 490A
dHintergrun490A - Probe 490A1 =×



−  
 
Zellzahlen: 
96 Loch Assay 48 Loch Assay 
 Zellzahl/Loch Volumen/Loch Zellzahl/Loch Volumen/Loch 
Tumorzellen 3000 50µl 14000 100µl 
Vakzinezellen 750 25µl 24000 50µl 
Effektorzellen 15000 100µl 96000 200µl 
Zusätze - 25µl - 50µl 
 
 
3.5.4  IFN-γ-ELISpot 
Auf die Membran jedes Loches der 96 Loch ELISpot-Platte werden 100µl Maus-anti-human-
IFN-γ-Antikörper-Lösung (15µl Antikörper in 1ml Coating-Puffer) gegeben und über Nacht 
bei 4°C inkubiert. Anschließend wird die Lösung entfernt und die Platte viermal mit 
Waschpuffer gewaschen. Nach einer einstündigen Blockierung der freien Bindestellen mit 
RPMI + 5% AB-Serum wird die Platte nochmals dreimal mit Waschpuffer gewaschen, für 10 
min. mit RPMI + 3% AB-Serum inkubiert und ist nach Ausschlagen der Flüssigkeit bereit die 
Zellsuspensionen für den Assay aufzunehmen. 
Bei den Zellen handelt es sich um T-Zellen, die aus Leukozytenkonzentraten gesunder 
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Spender oder aus eingefrorenen Zellfraktionen aus Lymphknoten von HNO-Tumor-Patienten 
magnetisch isoliert wurden. Sie werden mit RPMI + 3% AB-Serum auf 2x106/ml eingestellt, 
wobei 100µl der Zellsuspension pro Loch Verwendung finden. 
Die stimulierenden Zellen sind entweder MCF-7 Zellen oder primäre Tumorzellen besagter 
HNO-Tumor-Patienten. Sie werden wie beschrieben mit 200 Gy bestrahlt, virusinfiziert und 
gegebenenfalls mit Proteinkonstrukten beladen. Sie werden mit RPMI + 3% AB-Serum auf 
2x105/ml eingestellt und in einem Volumen von ebenfalls 100µl auf die Platte gegeben. Nach 
40 stündiger Inkubation der Platte bei 37°C wird der Inhalt ausgeschlagen, die Platte viermal 
mit 200µl Waschpuffer, einmal für eine Minute mit 200µl destilliertem Wasser und noch 
viermal mit Waschpuffer gewaschen, bevor eine 1:1000 Verdünnung des biotinylierten Maus-
anti-Human-IFN-γ-Erstantikörpers in PBS, der ein anderes IFN-γ-Epitop erkennt,  in die 
Löcher gegeben wird. Nach zwei Stunden bei Raumtemperatur und Entfernen des Antikörpers 
durch 4-6maliges Waschen mit Waschpuffer kommt eine 1:1000 Verdünnung von 
enzymgebundenem Streptavidin in PBS auf die Membran. Nach weiteren 90 min. 
Inkubationszeit, sowie fünfmaligem Waschen mit Waschpuffer und einmaligem Waschen mit 
PBS werden 100µl des vorher bereitgestellten BCIP/NBT-Substrats (100µl Lösung A +100µl 
Lösung B + 400µl 25x Puffer ad 10ml ddH2O, vor Licht schützen) auf die Membran gegeben, 
die innerhalb von etwa 20-60 min. im Dunkeln blaue Punkte entwickelt. Abgestoppt wird die 
Reaktion dann durch dreimaliges Waschen mit destilliertem Wasser. 
Die Membran wird im Dunkeln getrocknet, aus der Halterung befreit und auf eine Folie 
aufgeklebt, die dann mit Hilfe eines Scanners oder eines Mikroskops mit KS-ELISpot 
Software elektronisch analysiert wird. 
 
3.5.5 Stimulation von Plasmazytoiden Dendritischen Zellen 
Aus PBMZ isolierte PDZ werden in 100 µl DMEM-Medium + 10% FCS mit 5x104 bis 1x105 
Zellen pro Loch in 96 Loch Platten ausgesät. Anschließend werden die Zellen für 16 Stunden 
mit 40HU/ml bei 37°C versetzt. Das Gesamtvolumen beträgt 250µl pro Loch. Nach Ablauf 
der Inkubationszeit wird die Platte 5min. bei 1200 U/min. zentrifugiert und die Überstände 
vorsichtig mit einer Pipette in eine frische 96 Loch Platte überführt. Die Überstände werden 
entweder direkt unverdünnt oder 1:2 verdünnt in ELISA-Experimenten eingesetzt oder bei  
–20°C gelagert. 
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3.6 In-vivo Experimente 
Sämtliche durchgeführten Tierexperimente standen im Einklang mit dem deutschen 
Tierschutzrecht und den Tierschutzbestimmungen des Landes Baden-Württemberg. Es 
werden weibliche und männliche DBA-2-Mäuse im Alter von sechs bis acht Wochen 
verwendet. Die Tiere sind voll immunkompetent. 
Sowohl die Tierhaltung, als auch die Tierexperimente werden unter keimfreien Bedingungen 
(SFP-Bedingungen: specific pathogen free) in der Barriere des Zentralen Tierlabors des 
Deutschen Krebsforschungszentrums durchgeführt. 
 
3.6.1 Isolierung von Knochenmarkszellen bei DBA-2 Mäusen 
Die Mäuse werden durch Begasung getötet und die Oberschenkelknochen mit einem sterilen 
Sizierbesteck präpariert. Die präparierten Knochen werden kurz in 70 % Ethanol gewaschen 
und in sterilem PBS gelagert. Die Enden der Knochen werden mit einem Skalpell 
aufgebrochen und das in den Knochen enthaltene Mark durch Einstich mit einer 27G Kanüle 
in den Knochenkanal mit RPMI 1640 Medium ohne FCS ausgespült. Die Suspension wird mit 
einer Glaspipette gründlich resuspendiert und durch ein Zellsieb (40µm) gegeben. Die Zellen 
werden bei 1200 U/min. sedimentiert, gezählt und im entsprechenden Medium je nach Bedarf 
eingestellt. 
 
3.6.2 Generierung von Maus-Dendritischen Zellen (mDZ) 
2x106 Knochenmarkszellen von DBA-2 Mäusen werden in großen Petrischalen mit 25 ml x-
vivo20-Medium überschichtet, dass 20% mGM-CSF haltigen Überstand von Ag8653 Zellen 
enthält. Nach 3 Tagen werden den Schalen weitere 25 ml des oben genannten Mediums 
zugesetzt. An Tag 6 wird das Medium bis auf ca. 10ml abgenommen, bei 1200 U/min. 
zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Sediment wird in 15 ml frischem Medium mit 
mGM-CSF resuspendiert und in die entsprechenden Platten zurückgegeben. An Tag 8 wird 
die Prozedur nochmals wiederholt, wobei jedoch nur 10% mGM-CSF haltigen Überstands 
zugesetzt wird. Nach 10-11 Tagen können die mDZ vorsichtig von den Platten abgespült 
werden. Die Zellen werden bei 1200 U/min. sedimentiert, gezählt und im entsprechenden 
Medium je nach Bedarf eingestellt. 
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3.6.3 Markierung von mDZ mit Polystyren-Partikel in vitro 
Knochenmarkszellen von DBA-2 Mäusen werden mit x-vivo20 Medium + 20% mGM-CSF 
haltigem Überstand wie beschrieben zur Reifung gebracht. Nach 10 Tagen werden die 
generierten Dendritischen Zellen (DZ) geerntet und mit einem Überschuss an FITC-
markierten Polystyren-Partikeln für 2 Stunden oder über Nacht unter Schütteln bei 37°C 
inkubiert. Anschließend werden die Zellen in sterilem FACS-Puffer aufgenommen, mit PE 
markiertem anti-Maus-CD11c-Antikörper inkubiert und in einem FACS-Gerät analysiert. 
Zellen, die CD11c und FITC positiv sind werden per FACS gesammelt. Nach Sedimentation 
dieser Zellen bei 1200 U/min., Zählen und Aufnahme im entsprechenden Medium können sie 
durch Zytospin auf Objektträger aufgebracht oder zur Injektion verwendet werden.  
 
3.6.4 Inokulationsmethoden  
Tumorzellen 
Die Tumorzellen werden mit PBS gewaschen und in der gewünschten Konzentration in RPMI 
Medium ohne FCS aufgenommen. Das entsprechende Inokulationsvolumen wird mit einer 
1 ml Einwegspritze und einer 27G-Kanüle injiziert. 
Die Tumorinokulation erfolgt intradermal (i.d.) in die rasierte Flanke mit einem 
Inokulationsvolumen von 200 µl. 
 
Maus-Dendritische Zellen 
Die Maus-Dendritischen Zellen (mDZ) werden nach der Markierung auf 2x106 mDZ pro ml 
in PBS eingestellt (4x105 mDZ/ 200µl). Das Inokulationsvolumen von 200 µl wird intravenös 
(i.v.) in die Schwanzvene injiziert. 
 
3.6.5 Rekrutierungsexperimente mit NDFL(mGM-CSF) 
 
3.6.5.1 Intratumorale Virus- und subkutane Partikelinjektion 
 
DBA-2 Mäusen werden 2x105 Esb-MP Tumorzellen subkutan in die Flanke gespritzt. 
Nachdem der Tumor eine Größe von 5-7mm erreicht hat, werden die Mäuse in drei Gruppen 
geteilt, in denen entweder PBS, 100HU NDFL(+) oder 100HU NDFL(mGM-CSF) 
intratumoral appliziert wird. 2cm entfernt vom Tumor werden zeitgleich insgesamt 7x106 
FITC-markierte Polystyren-Partikel i.d. und s.c. (2 mal 3,5x106) in die Flanke gespritzt. Nach 
4 Tagen werden die Mäuse getötet, der Tumor, die Leber und die Milz präpariert und in 4ml 
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Polypropylen-Gefäße überführt. Nach mechanischer Homogenisierung des Materials in 200µl 
PBS und 6 Auftau- und Einfrierzyklen in flüssigem Stickstoff werden die Proben mit 800 µl 
reinem Aceton überschichtet und für 48 Stunden auf einem Überkopfschüttler bei 4°C 
inkubiert. Nach der Auflösung der enthaltenen FITC-markierten Partikel wird der Debris 
durch Zentrifugation bei 14000 U/min. für 10 min. sedimentiert, die geklärten Überstände in 
frische 2ml Eppendorfgefäße überführt und im Dunkeln bei 4°C gelagert. Durch Fluorometrie 
der Überstände und Vergleich mit einer Standardkurve von in Aceton aufgelösten definierten 
Partikelzahlen kann die Partikelzahl im jeweiligen Gewebe festgestellt werden. 
 
 
3.6.5.2 Intratumorale Virusinjektion und intravenöse Injektion von markierten mDZ 
 
Aus Knochenmarkszellen von DBA-2 Mäusen werden über 10 Tage mit x-vivo20 Medium + 
20% mGM-CSF haltigem Überstand Dendritische Zellen generiert und über Nacht mit einem 
Überschuss an FITC markierten Polystyren Partikeln beladen. Parallel werden fünf DBA-2 
Mäusen jeweils 5x106 Eb Tumor Zellen subkutan in die linke und rechte Flanke injiziert. Bei 
einer Tumorgröße von 5-7mm wird den Mäusen 100HU NDFL(+) in den Tumor der linken 
und 100HU NDFL(mGM-CSF) in den Tumor der rechten Flanke sowie 4x105 der zuvor 
markierten und sortierten Dendritischen Zellen in einem Volumen von 200µl PBS i.v. in die 
Schwanzvene gespritzt.  
An Tag 4 nach den Injektionen werden die Mäuse getötet, die Tumoren und die Milz 
präpariert, gewogen und in 4ml Polypropylen-Gefäße überführt. Nach mechanischer 
Homogenisierung des Materials in 200µl PBS und 6 Auftau- und Einfrierzyklen in flüssigem 
Stickstoff werden die Proben mit 800 µl reinem Aceton überschichtet und für 48 Stunden auf 
einem Überkopfschüttler bei 4°C inkubiert. Nach der Auflösung der enthaltenen FITC-
markierten Partikel wird der Debris durch Zentrifugation bei 14000 U/min. für 10 min. 
sedimentiert, die geklärten Überstände in frische 2ml Eppendorfgefäße überführt und im 
Dunkeln bei 4°C gelagert. Durch Fluorometrie der Überstände und Vergleich mit einer 
Standardkurve von in Aceton aufgelösten definierten Partikelzahlen konnte die Partikelzahl 
im jeweiligen Gewebe festgestellt und auf das Gewicht des Gewebes bezogen werden. 
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3.6.6 Generierung von spezifischen peritonealen Effektorzellen (PEZ) mit  
 NDFL(IL-2) in vivo 
DBA-2 Mäuse werden in fünf verschiedenen Gruppen von drei Tieren eingeteilt. Den Tieren 
der Gruppen werden mit 100 Gy bestrahlte Esb-Lci Zellen als Vakzinezellen gegeben die 
unterschiedlich modifiziert sind. Neben 2x107 nicht infizierten Zellen werden 2x107 mit  
NDFL(+) infizierte, 2x107 mit NDFL(mGM-CSF) infizierte oder 2x107 mit NDFL(IL-2) 
infizierte Zellen gegeben. Die Virusdosis beträgt dabei 30 HU pro 1x107 Zellen. Die Injektion 
erfolgt intraperitoneal. Die Kontrollgruppe bekommen 5x104 lebende Esb-Lci Zellen in das 
Ohrläppchen injiziert. Nach 10 Tagen erfolgt eine zweite intraperitoneale Injektion mit 1x107 
bestrahlten, unmodifizierten Esb-Lci Zellen. 
Nach weiteren drei Tagen werden die Mäuse jeder Gruppe getötet und ihre Bauchhöhlen mit 
PBS ausgespült. Die sich darin befindenden peritonealen Effektorzellen (PEZ) werden isoliert 
und in verschiedenen PEZ : Zielzellen Verhältnissen in einem 51Chrom basierten 
Zytotoxizitäts-Assay eingesetzt. Zielzellen sind dabei Esb-Lci, P815 und P13 Zellen. Die 
freigesetzte Radioaktivität wird nach acht Stunden analysiert und in spezifische Lyse 
umgerechnet. 
 
3.6.7 Isolierung von peritonealen Effektorzellen (PEZ) 
Die Mäuse werden durch Begasung getötet. Nach Öffnen des Fells wird den Mäusen mit einer 
27G Kanüle und einer 50ml Spritze soviel steriles PBS aus der Leistengegend in die 
Bauchhöhle gespritzt, dass diese prall gefüllt erscheint. Beim Herausziehen der Kanüle ist 
darauf zu achten, dass das Einstichloch durch einen Fettlappen wieder verschlossen wird. 
Anschließend wird das Volumen mit einer 27G Kanüle am höchsten Punkt der Bauchhöhle 
wieder abgenommen. Die Suspension wird bei 1200 U/min. zentrifugiert, die Zellen des 
Sediments gezählt und im entsprechenden Medium so aufgenommen, dass sie für den 
Zytotoxizitäts-Assay verwendet werden können. 
 
3.6.8 51Chrom basierter Zytotoxizitäts-Assay 
Der Assay analysiert die zellvermittelte Zytotoxizität von PEZ durch die Freisetzung von 
radioaktivem 51Chrom aus zuvor damit markierten Tumorzellen (Zielzellen; Z). 
Als Zielzellen werden Esb-Lci, P815 und P13 Zellen verwendet. 2x106 Zellen der jeweiligen 
Linie werden in 200µl des entsprechenden Mediums mit 200 µCi radioaktiver 
Natriumchromatlösung in 4ml Polypropylen-Röhrchen versetzt und für eine Stunde bei 37°C 
inkubiert. Die chromierten Zellen werden viermal mit Medium gewaschen und mit RPMI 
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1640 + 5% FCS auf 2x105 Zellen pro ml eingestellt. 
In eine 96-Loch-Platte werden pro Loch 50µl dieser Zielzellsuspension gegeben. Als 
Effektorzellen werden zuvor isolierte PEZ verwendet, die den Zielzellen in den Verhältnissen 
1:100, 1:50, 1:25 und 1: 12,5 zugesetzt werden. Das Endvolumen pro Loch beträgt dabei 
immer 200µl. Alle Ansätze werden in Triplikaten durchgeführt. Die Platte wird 3 min. bei 
500 U/min. anzentrifugiert und für 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Chromierte Zielzellen 
alleine dienen als Maß für die spontan freigesetzte, chromierte Zielzellen in RPMI 1640 + 5% 
FCS + 10% Triton100 für die maximal freigesetzte Menge an radioaktivem Chrom. 
Nach der Inkubation wird die Platte für 3 min. bei 1000 U/min. zentrifugiert und aus jedem 
Ansatz exakt 100µl Überstand in ein Plastikröhrchen überführt, dass dann mit flüssigem 
Parafin verschlossen wird. Die in den Überständen enthaltene Radioaktivität wird mit einem 
γ-Counter vermessen. Die spezifische Lyse errechnet sich nach folgender Formel: 
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3.7 Statistische Methoden 
 
Der statistischen Auswertung in dieser Arbeit liegt der Student'sche T-Test zugrunde. 
Für die Ermittlung von Signifikanzen wird dabei der gepaarte Typ des Tests in zweiseitiger 
Form verwendet. Welche Gruppen miteinander verglichen werden ist in der Abbildung durch 
Klammern angegeben, die mit Sternsymbolen (* oder **) gekennzeichnet sind. Die bei dem 
Vergleich errechneten Signifikanzen sind unter Angabe des entsprechenden Sternsymbols als 
p-Wert in den Bildunterschriften angegeben. 
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4 Ergebnisse 
 
4.1 Produktion und Charakterisierung der verschiedenen  
 Viren  
 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich hauptsächlich mit der Verbesserung einer bereits 
existierenden Tumor-Vakzine, die aus NDV infizierten, lebenden Tumorzellen besteht. Durch 
die Verwendung neuartiger rekombinanter Viren mit genomisch integrierten Zytokingenen 
für GM-CSF bzw. IL-2 sollte versucht werden, die antitumorale Wirkung dieser Vakzine zu 
verstärken. Die für die Untersuchungen notwendigen rekombinanten Viren NDFL(+), 
NDFL(EGFP), NDFL(IL-2) und NDFL(GM-CSF) wurden in einer Kooperation durch Dr. 
Ben Peeters von der Animal Sciences Group, Abteilung Infectious Diseases der Universität 
Wageningen in Lelystad (NL) konstruiert. 
Nach Erhalt der viralen Konstrukte wurden diese in befruchtete Hühnereier inokuliert und 
durch Bebrütung der Eier vermehrt. Die klare Allantoisflüssigkeit der Eier wurde nach 
Abschluss der Bebrütung abgesaugt und durch Ultrazentrifugation gereinigt. Nach 
Bestimmung der jeweiligen Virustiter (in hämagglutinierenden Einheiten pro ml = HU/ml) 
wurden die Viren bei –70°C gelagert und waren so für den Einsatz in den folgenden 
Experimenten vorrätig. 
 
 
4.1.1 Vergleich von Bindung und Replikation der verschiedenen Viren 
 
Zunächst sollte untersucht werden, ob der in dieser Arbeit untersuchte Newcastle Disease 
Virus (NDV)-Stamm LaSota dem schon zuvor zur Vakzinierung (Schirrmacher, 2004; 
Schirrmacher et al., 1993) verwendeten Stamm Ulster in seinen Charakteristika gleicht. 
Weiterhin sollte geklärt werden, ob die auf Basis des LaSota-Stammes hergestellten 
rekombinanten Viren NDFL(GM-CSF), NDFL(IL-2) und NDFL(EGFP) mit dem parentalen 
Wildtyp-Stamm NDFL(+) vergleichbar sind.  
Zunächst sollte das Bindungsverhalten der einzelnen Viren und ihre Replikation bei 
unterschiedlichen Tumorzelllinien untersucht werden. Um einen möglichst umfassenden 
Vergleich anstellen zu können, wurden Tumorzellen aus unterschiedlichsten 
Tumorerkrankungen als Zielzellen verwendet. Darunter sind die Mammakarzinomlinie MCF-
7, die Kolonkarzinomlinie HT29 und die T-Zell-Lymphomlinie Jurkat, sowie die 
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immortalisierte Brustepithel-Zelllinie MCF-10.  
Die Tumorzellen wurden mit den verschiedenen Viren für eine Stunde bei 37°C ko-inkubiert. 
Anschließend erfolgte eine Analyse der Oberflächenantigene des Virus, die bei Bindung nach 
einer Stunde, nur durch die adsorbierten Viren repräsentiert, schwächer exponiert sind und 
durch die virale Replikation nach 24 Stunden eine höhere Dichte erreichen. Durch die 
Inkubation mit Antikörpern gegen das F(usions)-Protein und das 
H(emaglutinin)N(euraminidase)-Protein von NDV konnte die Oberflächendichte im FACS 
festgestellt werden. 
Abb. 1 zeigt die F- und HN-Proteindichten auf infizierten MCF-7-, MCF-10-, HT29- und 
Jurkat-Zellen eine und 24 Stunden nach dem ersten Kontakt der Zellen mit dem jeweiligen 
Virus und vergleicht dabei die Viren NDV (Stamm Ulster), NDFL(+) (LaSota-Wildtyp), 
NDFL(GM-CSF) und NDFL(EGFP) (beide Stamm LaSota) miteinander. 
Wie die Abbildung darstellt, unterscheiden sich die vier Viren in ihrem Bindungsverhalten an 
jegliche Tumorzelloberfläche kaum voneinander. Lediglich NDFL(GM-CSF) zeigt eine 
minimal bessere Adsorption als die drei anderen untersuchten Viren. 
Betrachtet man die Replikation der Viren, so ist zunächst festzustellen, dass alle in der Lage 
sind, sich in den untersuchten Tumorzelllinien zu replizieren, da bei allen 24-Stunden-Werten 
die Dichte von F- und HN-Protein auf der Zelloberfläche im Vergleich zum 1-Stunden-Wert 
deutlich ansteigt (Abb. 1 A-D). 
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Abb. 1 Zellen der Zelllinien MCF-7 (A), MCF-10 (B), HT29 (C) und Jurkat (D) wurden mit 100 HU  
NDV •, NDFL(+) •, NDFL(GM-CSF) • und NDFL(EGFP) • pro 1x107 Zellen für eine Stunde bei 37°C 
inkubiert und anschließend drei Mal gewaschen. Einige Zellen wurden direkt, der Rest nach 24 stündiger 
Zellkultur im entsprechenden Medium bei 37°C gefärbt. Dazu wurden jeweils 5x105 Zellen mit anti-F- und anti-
HN.B-Erstantikörper und anschließend mit PE markiertem Ziege-anti-Maus-Zweitantikörper (ZαM-PE) • für die 
folgende FACS-Analyse vorbereitet. 
 
 
Genauer betrachtet fällt das Virus NDFL(EGFP) auf, das in drei Zelllinien eine sehr schwache 
Replikation zeigt und nur in Jurkat-Zellen eine ähnlich starke Oberflächendichte an HN- und 
F-Protein erreicht, wie die anderen Viren. Dieses Phänomen liegt wahrscheinlich in der 
starken Fluoreszenz von EGFP begründet, die bei der FACS-Messung eine sehr starke 
Kompensation erfordert und so das Meßergebnis absenkt.  
 
HT29 Jurkat
Modifikation (1 Stunde)
Infektion (24 Stunden)
NDV 
Fusionsprotein
NDV 
Hemagglutinin-
Neuraminidase
Modifikation (1 Stunde)
Infektion (24 Stunden) von HT29
NDV 
Fusionsprotein
NDV 
Hemagglutinin-
Neuraminidase
Modifikation (1 Stunde)
Infektion (24 Stunden)
NDV 
Fusionsprotein
NDV 
Hemagglutinin-
Neuraminidase
Infektion (24 Stunden)
A B
C D
MCF-7 MCF-10
Modifikation (1 Stunde)
Infektion (24 Stunden)
NDV 
Fusionsprotein
NDV 
Hemagglutinin-
Neuraminidase
4  Ergebnisse 
66 
Die gemessene Replikation des Virus in den Zellen ist aber ausreichend, um das Reportergen 
EGFP zu produzieren und so infizierte und replizierende Zellen sowohl im FACS als auch in 
der Immunfluoreszenz zu markieren, wie Abb. 2 zeigt. Da dieses Virus nur als Reporter-
Vektor verwendet werden sollte und kein therapeutisches Gen enthält, ist die schwächere 
Replikation nicht weiter von Bedeutung.  
Abb. 2 Zellen der Zelllinien MCF-7, MCF-10, HT29 und Jurkat wurden mit 100 HU NDFL(EGFP) pro 
1x107 Zellen für eine Stunde bei 37°C inkubiert und anschließend drei Mal gewaschen. Die Zellen wurden zum 
einen direkt nach der Infektion und zum anderen nach weiterer 24 stündiger Zellkultur im entsprechenden 
Medium mit Hilfe einer Zytospin Apparatur auf Objektträger aufgebracht und im Fluoreszenz-Mikroskop im 
Phasenkontrast und mit EGFP-Fluoreszenz aufgenommen.  
 
Betrachtet man weiter die Mammakarzinomlinie MCF-7 (Abb. 1 A) und die 
Brustepithelzelllinie MCF-10 (Abb. 1 B), so stellt man fest, dass sich alle übrigen Viren im 
Bezug auf die Replikation nahezu gleich verhalten. In MCF-7 Zellen zeigen sowohl der 
NDV-Stamm Ulster als auch NDFL(+) und NDFL(GM-CSF) eine gut ausgeprägten Kurve 
mit zwei Maxima, die etwa der gleichen Oberflächendichte sowohl für das F- als auch für das 
HN-Protein entspricht. Die infizierte Zellpopulation scheint bei dieser Zelllinie aus einer stark 
und einer schwach replizierenden Subpopulation zu bestehen.  
Für diese Tumorzelllinie, die in dieser Arbeit besonders häufig verwendet wird, existiert also 
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kein Unterschied in Bindung und Replikation der LaSota-Viren im Vergleich zu dem Ulster-
Virus. Auch im Vergleich des LaSota-Wildtyps NDFL(+) mit dem rekombinanten Virus 
NDFL(GM-CSF) ist keine Abweichungen zu erkennen.  
Etwas anders verhält es sich bei den MCF-10 Zellen. Während die Färbung für das HN-
Molekül noch sehr ähnliche Eigenschaften vor allem bei der Bindung, aber auch in der 
Replikation von NDV, NDFL(+) und NDFL(GM-CSF) vermuten lässt, zeigt sich bei der 
Färbung für das Fusionsprotein doch ein erkennbarer Unterschied zwischen den LaSota-Viren 
und dem Ulster-Virus. NDV Ulster weist die auch bei MCF-7 Zellen gezeigte Kurve mit zwei 
Maxima auf, während beide LaSota-Viren ein nahezu deckungsgleiches Einzelmaximum 
aufweisen. Zwischen den beiden Viren vom Stamm LaSota existieren also keine 
Unterschiede, während sich der Stamm Ulster zumindest in der Expression des 
Fusionsproteins etwas davon abzuheben scheint. Im Durchschnitt ist die Dichte der viralen 
Proteine bei Infektion der MCF-10 Population mit Ulster- und LaSota-Viren aber 
vergleichbar, da die Einzelmaxima der LaSota-Viren in der Mitte des Doppelmaximums von 
NDV Ulster auftreten. 
Bei der Kolonkarzinomlinie HT29 (Abb. 1 C) zeigt sich ein ähnliches Bild wie bei den MCF-
10 Zellen. Vergleicht man die Bindung der drei Viren an diese Zelllinie miteinander, so stellt 
man fest, dass kaum Unterschiede festzustellen sind. Bei der Expression des HN-Proteins 
nach 24 Stunden liegen die LaSota-Viren und das Ulster-Virus ebenfalls sehr eng beieinander. 
Auch die Verteilung der viralen Proteine auf den Zelloberflächen der Gesamtpopulation, die 
durch Maxima und Minima aufgezeigt wird, ist sehr ähnlich. Lediglich NDV Ulster weist ein 
gering ausgeprägtes Nebenmaximum auf.  
Betrachtet man allerdings die Expression des Fusionsproteins nach 24 Stunden, so ist bei den 
LaSota-Viren ein ungleiches Doppelmaximum zu Gunsten höherer Proteindichte zu erkennen, 
während die Kurve bei NDV Ulster eher zwei gleich große Maxima aufweist. Wiederum 
scheint es so, als ob zwischen den beiden Viren vom Stamm LaSota keine Unterscheide 
sichtbar werden und sich nur der Stamm Ulster in der F-Proteindichte nach 24 Stunden davon 
etwas ausnimmt. 
Die Jurkat-Zelllinie (Abb. 1 D) weist die größten Unterschiede zwischen Ulster- und LaSota-
Viren auf. In der Bindung der einzelnen Viren ist kaum eine Abweichung festzustellen, diese 
tritt allerdings in der durch Replikation hervorgerufene Expression beider 
Oberflächenproteine auf. Die LaSota-Viren ähneln sich sehr und zeigen für beide Proteine 
eine nahezu identische Oberflächendichte. NDV Ulster hingegen exprimiert die beiden 
Moleküle in einer deutlich geringeren Anzahl. 
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Es ist also festzustellen, dass sich die beiden Viren vom Stamm LaSota in Bindung und 
Replikation auf verschiedensten Tumorzelllinien nicht voneinander unterscheiden, allerdings 
geringe Abweichungen vom Wildtyp-Virus des Stammes Ulster zeigen. Die Stärke der 
Abweichung ist von der jeweiligen Zelllinie abhängig.  
Aufgrund der vorliegenden Daten scheint das LaSota-Virus im Hinblick auf die Expression 
der viralen Oberflächenproteine etwas stärker eingestuft werden zu müssen, weil es sich in 
den verschiedenen Zelllinien besser und konstanter repliziert. Das Ulster-Virus zeigt im 
Vergleich dazu eine abgeschwächte Replikation in einigen Tumorzellen. 
Abb. 3 Zellen der Zelllinien MCF-7 (A), MCF-10 (B), HT29 (C) und Jurkat (D) wurden mit 100 HU  
NDFL(+) •, und NDFL(IL-2) • pro 1x107 Zellen für eine Stunde bei 37°C inkubiert und anschließend drei Mal 
gewaschen. Einige Zellen wurden direkt, der Rest nach 24 stündiger Zellkultur im entsprechenden Medium bei 
37°C gefärbt. Dazu wurden jeweils 5x105 Zellen mit anti-F- und anti-HN.B-Erstantikörper und anschließend mit 
PE markiertem Ziege-anti-Maus-Zweitantikörper • für die folgende FACS-Analyse vorbereitet. 
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Die Übereinstimmung der LaSota-Viren in diesem Charakteristikum wird durch die Bindung 
und die Replikation des LaSota-Virus NDFL(IL-2) im Vergleich zu seinem Wildtyp 
NDFL(+), wie in Abb. 3 dargestellt, noch einmal eindrucksvoll untermauert. Wie in der 
Abbildung demonstriert wird, ist das Bindungsverhalten von NDFL(IL-2) im Vergleich zu 
seinem Wildtyp-Stamm sehr ähnlich. In dreien der vier zuvor schon erwähnten Zelllinien, 
ausgenommen MCF-7, ist sogar ein minimal verbessertes Bindungsverhalten zu erkennen 
(Abb. 3 A-D). 
Betrachtet man die Replikation der beiden Viren in den einzelnen Zelllinien, so sind sich 
sowohl die Replikation als auch die Verteilung der viralen Proteine auf den Zelloberflächen 
der Gesamtpopulation sehr ähnlich. Das Virus NDFL(IL-2) weicht nur in unbeträchtlichem 
Umfang von den Eigenschaften des Wildtypvirus NDFL(+) ab. 
Da sich sowohl die Eigenschaften von NDFL(+) und NDFL(IL-2) als auch die von NDFL(+) 
und NDFL(GM-CSF) gleichen, kann man verallgemeinernd sagen, dass es keinerlei 
Unterschiede innerhalb der Gruppe der LaSota-Viren gibt. Diese Virengruppe ist somit 
insgesamt bei der Replikation in verschiedenen Tumorzelllinien etwas besser zu bewerten als 
das NDV Ulster Virus. 
 
 
4.1.2 Untersuchung der LaSota-Viren auf die Fähigkeit zur Reinfektion und 
den Einfluss zusätzlich eingebrachter Gene im Hinblick auf etwaige 
Nebenwirkungen für den Organismus 
 
Die sich nach einer Erstinfektion von der Wirtszelle ablösenden neuen Virionen von NDV 
Ulster sind im humanen System nicht mehr in der Lage, einen neuen Wirt zu befallen 
(Schirrmacher et al., 1999). Dies liegt am neu synthetisierten F-Protein, das nur ein Proprotein 
darstellt und durch proteolytische Spaltung mittels einer im menschlichen Organismus nicht 
vorkommenden Protease aktiviert werden muss (de Leeuw et al., 2005; de Leeuw et al., 
2003). Dies stellt für NDV-Vakzinierungs-Therapien einen sehr großen Vorteil gegenüber 
vielen anderen viralen Vektoren dar, da dieser Umstand die Nebenwirkungen durch sich 
ausbreitende Viruspartikel und Schädigungen anderer Zellpopulationen des Organismus 
nahezu ausschließt. 
In dem folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob die LaSota-Viren in dieser 
Hinsicht mit NDV Ulster übereinstimmen und ob die Integration zusätzlicher Gene in das 
virale Genom zu einer Änderung dieser Eigenschaft führen kann. 
4  Ergebnisse 
70 
Dazu wurden HT29 Zellen wie zuvor beschrieben mit NDV Ulster, NDFL(+) sowie 
NDFL(GM-CSF) und NDFL(EGFP), als Vertreter der rekombinanten Varianten, infiziert und 
die Zellen nach dreimaligem Waschen für weitere 72 Stunden bei 37°C inkubiert. 
Anschließend kamen die Kulturüberstände dieser Zellen, die die neu gebildeten Virionen 
enthielten, für 90 Minuten in Kontakt mit frischen MCF-7 Zellen.  
Um die höchstmögliche Dichte an viralen Oberflächenproteinen für den Nachweis auf diesen 
Zellen zu erreichen, wurden sie weitere 24 Stunden bei 37°C inkubiert und anschließend mit 
Antikörpern gegen das F- und das HN-Protein in einer FACS-Analyse untersucht. 
Wie Abb. 4 zeigt, weist keine der mit LaSota-Viren re-infizierten Proben eine F- oder HN-
Expression auf. Lediglich für das F-Protein bei NDV Ulster ist eine leichte Verstärkung des 
Signals zu erkennen, die aber durch das Fehlen des HN-Proteins nicht den Schluss auf eine 
Reinfektion zulässt (Abb. 4 A). 
Dieses Ergebnis kann durch das gleichzeitige Fehlen des EGFP-Signals bei Reinfektion mit 
NDFL(EGFP)-Partikeln bestätigt werden (Abb. 4 B). 
Abb.4 MCF-7 Zellen wurden mit Überständen von 72 Stunden NDV- •, NDFL(+)- •, NDFL(GM-CSF)- • 
und NDFL(EGFP) • infizierten HT29 Zellen bei 37°C für 90 Minuten inkubiert. Nach weiteren 24 Stunden bei 
37°C wurde die Expression der viralen Oberflächenproteine mit Antikörpern gegen das F- und das HN-Protein 
durch FACS-Analyse untersucht.  
 
Somit bleibt festzuhalten, dass die neu synthetisierten Virionen der LaSota-Viren nicht re-
infektiös sind und damit gleichermaßen wie NDV Ulster ein geringes Nebenwirkungsrisiko 
für den vakzinierten menschlichen Organismus haben. Die Integration zusätzlicher Gene ins 
virale Genom beeinträchtigt diese Eigenschaft in keinster Weise.  
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4.1.3 Tumorselektivität des LaSota-Stammes in der Replikation 
 
Der NDV-Stamm Ulster zeigt selektive Replikation in humanen Tumorzellen, während er an 
nicht entartete humane Zellen zwar binden, sich dort aber nicht replizieren kann (Reichard et 
al., 1992). 
Ob diese Beobachtung auch für den Stamm LaSota und damit für die auf seiner Basis 
erstellten rekombinanten Varianten zutreffend ist, sollte im folgenden Experiment untersucht 
werden. Dafür wurde das zuvor beschriebene Reporter-Virus NDFL(EGFP) eingesetzt. Wie 
in Abb. 1 und 2 gezeigt, ist dieses Virus in der Lage, sich in den vier verschieden gewählten 
Tumorzelllinien zu replizieren. Um den Nachweis zu erbringen, dass diese Replikation 
tumorselektiv ist, sollte nun versucht werden, nicht entartete humane Zellen mit dem Virus zu 
infizieren. Als Referenz-Zellen wurden humane PBMZ verwendet, die aus einem 
Leukozytenkonzentrat („buffy coat“) eines gesunden Spenders gewonnen wurden. Da PBMZ 
eine Mischung aus vielen verschiedenen Zelltypen darstellen, sollte so eine besonders 
aussagekräftige Überprüfung der Tumorselektivität ermöglicht werden.  
Die Zellen wurden dazu für eine Stunde mit 100 HU NDFL(EGFP) pro 1x107 PBMZ bei 
37°C inkubiert und anschließend gewaschen. Ein Teil der Zellen kam für die 
Replikationsmessungen für 24 Stunden bei 37°C in den Inkubator, während die Untersuchung 
der Bindung direkt nach einer Stunde stattfand. Für die Messung wurden die Zellen wie 
beschrieben mit anti-F-Erstantikörper und PE markiertem Ziege-anti-Maus-Zweitantikörper 
(ZαM-PE) für die FACS-Messung vorbereitet. 
Abb. 5 zeigt das Ergebnis der FACS-Analyse. Wie an der Färbung für das Fusionsprotein zu 
erkennen ist, ist das LaSota-Virus in der Lage nach einer Stunde an die humanen Blut-Zellen 
zu binden, zeigt allerdings keine Replikation nach 24 Stunden. 
Betrachtet man das EGFP-Signal in den humanen PBMZ, so fällt allerdings auf, dass etwa 
20% der Zellen das Reportergen exprimieren. Dies könnte neben vielen anderen 
Möglichkeiten in einer Störung der Proteinsynthese begründet sein, da EGFP nicht aber HN- 
oder F-Protein exprimiert werden. Aber auch eine Blockierung im Membrantransport wäre 
möglich, da HN- und F-Protein nicht auf der Oberfläche erscheinen, das zytosolisch gebildete 
EGFP aber vorhanden ist.  
Nach diesem nicht ganz eindeutigen Ergebnis wurde das Experiment noch einmal in einer 
weniger komplexen Zellpopulation wiederholt. Dazu wurden humane T-Zellen über negative  
magnetische Separation aufgereinigt und wie im Experiment zuvor präpariert. Neben der 
FACS-Analyse wurde das Ergebnis durch Fluoreszenzmessung überprüft. 
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Abb. 5 Humane PBMZ wurden eine Stunde mit 100 HU NDV •, NDFL(+) •, NDFL(GM-CSF) • und 
NDFL(EGFP) • pro 1x107 PBMZ bei 37°C inkubiert. Eine und 24 Stunden nach der Modifikation wurden 5x105 
Zellen mit anti-F-Erstantikörper und PE markiertem Ziege-anti-Maus-Zweitantikörper (• ZαM-PE, • anti-F + 
ZαM-PE)  in der folgenden FACS-Messung analysiert. Dabei wurde auch die EGFP Expression kontrolliert. 
 
 
Wie Abb. 6 anhand des viralen Fusionsproteins zeigt, ist eine Adsorption des Virus bei dieser 
definierten Zellpopulation zwar möglich, allerdings bleibt die Replikation aus und die 
Viruslast geht innerhalb von 24 Stunden zurück. Es kann keine Expression von EGFP 
festgestellt werden (Abb. 6 A). Dies wird durch die Fluoreszenzbilder nochmals bestätigt, die 
ebenfalls kein EGFP-Signal aufweisen (Abb. 6 B).  
Abb. 6 Magnetisch separierte humane T-Zellen wurden eine Stunde mit 100 HU NDFL(EGFP) pro 1x107 
PBMZ bei 37°C inkubiert. Eine (•) und 24 Stunden (•) nach der Modifikation wurden 5x105 Zellen mit anti-F-
Erstantikörper und PE markiertem Ziege-anti-Maus-Zweitantikörper (• ZαM-PE, • anti-F + ZαM-PE) in einer 
FACS-Messung analysiert. Dabei wurde auch die EGFP Expression kontrolliert (A). Gleichzeitig wurden zu 
denselben Zeitpunkten mit Hilfe einer Zytospin Apparatur Zellen auf Objektträger aufgebracht und im 
Fluoreszenz-Mikroskop auf EGFP-Fluoreszenz hin untersucht (B).  
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Das LaSota-Wildtyp-Virus und damit auch seine rekombinanten Varianten können also wie 
das Ulster-Virus ebenfalls als weitgehend tumorselektiv bezeichnet werden, auch wenn einige 
PBMZ schwache Replikationsspuren aufwiesen. Es kann damit ebenfalls zu Vakzinierungs-
Experimenten eingesetzt werden. 
 
 
4.1.4 Vergleich der Viren im Hinblick auf Apoptoseinduktion in  
 Tumorzellen 
 
Nachdem festgestellt wurde, dass sich das NDV Ulster Virus und die LaSota-Viren in 
Bindung und Replikation sehr ähnlich sind, sollte nun untersucht werden, ob die Infektion mit 
diesen Viren auch vergleichbare Auswirkungen auf die infizierten Tumorzellen hat. 
Besonders interessant erschien dabei die Zytotoxizität der Viren, die vermutlich über die 
Induktion von Apoptose zum Absterben der Tumorzelle führt. 
Um die Zellen daraufhin zu untersuchen, wurde eine Methode gewählt, die es ermöglicht, die 
Induktion von Apoptose zu einem möglichst frühen Zeitpunkt zu erfassen. Der Marker, der 
dafür zur Verfügung stand, war das Molekül Apo2.7, was im Falle der Apoptose zu einem 
sehr frühen Zeitpunkt auf der Oberfläche der Mitochondrien erscheint. 
MCF-7 Zellen wurden mit 100 HU NDV, NDFL(+), NDFL(GM-CSF) oder NDFL(IL-2) pro 
1x107 Zellen für eine Stunde bei 37°C inkubiert und anschließend gewaschen. Die 
modifizierten Zellen jedes Virus kamen mit gleichen Zellzahlen in vier Zellkulturflaschen und 
blieben im entsprechenden Medium für weitere 24, 48, 72 und 96 Stunden im Inkubator. Zu 
jedem dieser Zeitpunkte wurden die Zellen für eine Analyse der Apoptose entnommen. Dazu 
mussten 5x105 Zellen pro Probe mit einem PE gekoppelten Apo2.7 Antikörper für 30 min. auf 
Eis inkubiert und anschließen im FACS analysiert werden. 
Wie Abb. 7 darstellt, verhalten sich das Ulster Virus und die drei LaSota Viren sehr 
unterschiedlich. Während das Ulster Virus kaum in der Lage ist, in den Tumorzellen 
Apoptose zu induzieren und sich der prozentuale Anteil der apoptotischen Zellen auch über 
72 Stunden hinaus nicht über zwei Prozent bewegt, weisen die LaSota Viren eine fast 
fünffach höhere Apoptoseinduktion auf.  
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Abb. 7 MCF-7 Zellen wurden mit 100 HU NDV, NDFL(+), NDFL(GM-CSF) und NDFL(IL-2) pro 1x107 
Zellen für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die modifizierten Zellen jedes Virus wurden für 24, 48, 72 und 96 
Stunden weiterkultiviert. Für jeden Zeitpunkt wurden 5x105 Zellen mit einem PE gekoppelten anti-Apo2.7 
Antikörper gefärbt und anschließen im FACS analysiert. 
 
Das Virus NDFL(GM-CSF) scheint dabei schon vor dem Zeitpunkt von 24 Stunden die 
Apoptose zu induzieren. NDFL(+) und NDFL(IL-2) zeigen die maximale Induktion erst nach 
48 Stunden. In allen drei Fällen klingt die Expression des Apo2.7-Markers danach wieder ab. 
Um das weitere Fortschreiten der Apoptose in den infizierten Zellen zu dokumentieren, 
wurden zu den gleichen Zeitpunkten wie im Experiment zuvor Zellen einer Nicoletti-Färbung 
unterzogen. Durch das Anfärben der Zellkern-DNA der Tumorzellen mit Propidium-Iodid 
können Rückschlüsse auf deren Fragmentierungsgrad gezogen werden, der einen späten 
Indikator für Apoptose darstellt. 
Dazu wurden den Zellkulturproben zu den entsprechenden Zeitpunkten Zellen entnommen, 
die in Propidium-Iodid haltigen Puffer gegeben wurden, in dem die Zellkerne bis zu einer 
Woche stabil sind (Nicoletti et al., 1991). Nach Ablauf der 96 Stunden wurden alle Proben 
gleichzeitig im FACS analysiert. 
Die Ergebnisse sind in Abb. 8 dargestellt und bestätigen das Resultat der Apo2.7-Messung. 
Die Fragmentierung der Zellkern-DNA beginnt bei allen vier untersuchten Viren in 
nennenswertem Umfang nach etwa 48 Stunden.  
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Abb. 8 NDV, NDFL(+), NDFL(GM-CSF) und NDFL(IL-2) infizierte MCF-7 Zellen wurden einer 
Zellkultur nach  48, 72 und 96 Stunden entnommen und mindestens 48 Stunden in Nicolettipuffer inkubiert. 
Anschließend wurden alle Proben gleichzeitig im FACS analysiert. 
 
 
Nach 72 Stunden ist dann zu erkennen, dass die Apoptose in den LaSota-Virus-infizierten 
Zellen deutlich ansteigt, während sie bei den NDV Ulster infizierten Zellen nur sehr langsam 
zunimmt. Nach 96 Stunden zeigen die Tumorzellen, die durch die drei LaSota Viren infiziert 
wurden, ein etwa dreifach höheres Maß an fragmentierten Zellkernen als dies bei NDV Ulster 
infizierten Zellen der Fall ist.  
Innerhalb der LaSota-Virus-Gruppe ist allerdings kein nennenswerter Unterschied zu 
erkennen, so dass man sagen kann, dass die drei Viren des Stammes LaSota schneller mehr 
Apoptose in Tumorzellen induzieren, als dies bei NDV Ulster der Fall ist.  
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4.2  Genproduktexpression der integrierten therapeutischen  
 Gene 
 
Im folgenden Abschnitt sollte untersucht werden, ob die in das virale Genom von NDV 
LaSota integrierten therapeutischen Gene für humanes GM-CSF und IL-2 wirklich exprimiert 
werden, ob sie funktionelle Produkte liefern und welche Faktoren die Expression und die 
Stabilität der Produkte beeinflussen. 
 
 
4.2.1 Expression der therapeutischen Gene GM-CSF und IL-2 durch 
NDFL(GM-CSF) und NDFL(IL-2) infizierte Tumorzellen  
 
Mit diesem Experiment sollte nachgewiesen werden, dass die in das LaSota-Genom 
integrierten therapeutischen Gene nach einer Infektion von Tumorzellen in löslicher Form 
exprimiert werden. 
Dazu wurden die zuvor schon beschriebenen Tumorzelllinien MCF-7, HT29 und Jurkat sowie 
die immortalisierte Epithel-Zelllinie MCF-10 verwendet. Die Zellen wurden mit 100 HU 
NDFL(GM-CSF), NDFL(IL-2) oder NDFL(+) als Kontrolle für eine Stunde bei 37°C 
modifiziert, gewaschen und anschließend für 48 Stunden im entsprechenden Medium 
kultiviert. Danach zentrifugierten die aus der Zellkultur abgenommen Überstände bei 4000 
U/min für fünf Minuten, um alle Zellbestandteile abzutrennen. Die Überstände wurden dann 
in einem GM-CSF bzw. IL-2 spezifischen ELISA analysiert. Abb. 9 zeigt das Ergebnis des 
Experiments. 
Wie zu erkennen ist, exprimiert jede mit einem rekombinanten Virus modifizierte 
Tumorzelllinie das gewünschte Genprodukt, während in den Wildtyp-Virus Kontrollen kein 
Genprodukt detektiert werden kann. Das gemessene GM-CSF bzw. IL-2 ist also auf die 
Expression des jeweils eingefügten Gens zurückzuführen.  
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Abb. 9 Die Tumorzelllinien MCF-7, HT29, Jurkat und die immortalisierte Epithel-Zelllinie MCF-10 
wurden mit 100 HU NDFL(GM-CSF), NDFL(IL-2) oder NDFL(+) als Kontrolle für eine Stunde bei 37°C 
modifiziert, gewaschen und für 48 Stunden im entsprechenden Medium kultiviert. Die Kulturüberstände wurden 
anschließend nach einer Zentrifugation für 5 Minuten bei 4000 U/min in einem GM-CSF bzw. IL-2 spezifischen 
ELISA analysiert. 
 
Die Mengen an exprimiertem GM-CSF liegen in allen Zelllinien etwa um den Faktor zwei 
höher als die entsprechenden Mengen an IL-2. 
Des Weiteren ist auffällig, dass die Menge des exprimierten Genprodukts von der jeweiligen 
Tumorzelllinie abhängig ist. MCF-7 Zellen exprimieren nach einer Infektion die größte 
Menge Genprodukt, gefolgt von MCF-10 und Jurkat Zellen. Bei infizierten HT29 Zellen ist 
die geringste Menge an Genprodukt zu detektieren. Aufgrund der guten Infizierbarkeit und 
ihrer starken Expressionsrate wurde die MCF-7 Brustkrebszelllinie als Modell für die 
weiteren Versuche verwendet. 
 
 
4.2.2 Zeitlicher Verlauf der Expression von GM-CSF und IL-2 bei MCF-7 
Zellen im Anschluss an eine Infektion 
 
Es sollte nun untersucht werden, welchem zeitlichen Verlauf die Expression der beiden 
Genprodukte folgt. 
Dazu wurden MCF-7 Zellen mit 100 HU NDFL(GM-CSF) oder NDFL(IL-2) für eine Stunde 
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bei 37°C modifiziert, gewaschen und anschließend gleichmäßig auf je vier Zellkulturflaschen 
aufgeteilt. Nach 24, 48, 72 und 96 Stunden wurden die Überstände abgenommen, bei 4000 
U/min für fünf Minuten zentrifugiert und in einem GM-CSF bzw. IL-2 spezifischen ELISA 
analysiert. 
Wie Abb. 10 zeigt, ist für beide Genprodukte bereits nach 24 Stunden eine starke Expression 
erreicht, die sich über die nächsten 72 Stunden im Fall von IL-2 nur noch sehr gering, im Fall 
des GM-CSF noch um etwa 40% steigern lässt.  
 
 
Abb. 10 Die Tumorzelllinie MCF-7 wurde mit 100 HU NDFL(GM-CSF) oder NDFL(IL-2) für eine Stunde 
bei 37°C modifiziert, gewaschen und für 24, 48, 72 und 96 Stunden im entsprechenden Medium kultiviert. Die 
Kulturüberstände wurden zu den entsprechenden Zeitpunkten abgenommen, anschließend für 5 Minuten bei 
4000 U/min zentrifugiert und in einem GM-CSF bzw. IL-2 spezifischen ELISA analysiert. 
 
 
Die Expression von IL-2 scheint nach 48 Stunden ihr Maximum erreicht zu haben. Danach ist 
der IL-2-Spiegel nahezu konstant. Die Menge an GM-CSF scheint kontinuierlich über den 
gemessenen Zeitraum hinweg zuzunehmen. 
Für beide Genprodukte liegt der stärkste Anstieg jedoch innerhalb der ersten 24 Stunden, so 
dass man sagen kann, dass die größte Menge der Genprodukte in diesem frühen Zeitfenster 
exprimiert wird. Dies ist für spätere Anwendungen sehr vorteilhaft, da das jeweilige 
Genprodukt durch die Infektion schon zu einem frühen Zeitpunkt in großer Menge zur 
Verfügung steht.  
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4.2.3 Biologische Aktivität der exprimierten therapeutischen Genprodukte 
 
Nachdem nun sichergestellt war, dass die Genprodukte exprimiert werden und mit der viralen 
Infektion eine starke Expression auch in einem zeitlich sinnvollen Rahmen zu erzielen ist, 
sollte nun nachgewiesen werden, dass die produzierten Proteine auch eine biologische 
Aktivität besitzen und so in weiteren Experimenten eingesetzt werden können. 
Dazu wurden die Überstände NDFL(+), NDFL(IL-2) und NDFL(GM-CSF) infizierter Zellen 
abgenommen und von Zellüberresten durch eine fünfminütige Zentrifugation bei 4000 U/min. 
befreit. Von diesen Überständen wurden serielle 1:4-Verdünnungen hergestellt, in denen eine 
48 stündige Zellkultur von 1x104 IL-2 abhängigen CTLL Zellen im Fall des IL-2 
Genprodukts bzw. von 1x104 GM-CSF abhängigen TF-1 Zellen im Fall des GM-CSF 
Genprodukts stattfand. Nach Abschluss der Zellkultur kamen die Zellen für vier Stunden in 
Medium mit 20 µCi/ml 3H-markiertem Thymidin und die aufgenommene Radioaktivität 
wurde als Zeichen der Proliferation dieser Zellen in einem Messgerät für β-Strahlung 
vermessen. 
Das Ergebnis dieser Messung ist in Abb. 11 dargestellt und zeigt, dass sowohl die TF-1 
Zellen (Abb. 11 A) als auch die CTLL Zellen (Abb. 11 B) verdünnungsabhängig 
proliferieren, wenn sie in Medium kultiviert werden, dass das jeweils lebensnotwendige 
Genprodukt enthält. 
In Medium von MCF-7 Zellen, die mit NDFL(+) als Kontrollvirus infiziert waren, findet 
keine Proliferation statt. 
Die durch die infizierten MCF-7 Zellen exprimierten Genprodukte GM-CSF und IL-2 sind 
demnach in der Lage, GM-CSF bzw. IL-2 abhängige Zellen zu Wachstum anzuregen. Damit 
ist die biologische Aktivität der Proteine nachgewiesen. 
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Abb. 11 MCF-7 Zellen wurden mit 100 HU NDFL(GM-CSF) (A) oder NDFL(IL-2) (B) für eine Stunde bei 
37°C modifiziert. Nach 24, 48, 72 und 96 Stunden Zellkultur wurden die Überstände abgenommen, für 5 
Minuten bei 4000 U/min zentrifugiert und seriell 1:4 verdünnt. 1x104 GM-CSF abhängige TF-1 Zellen (A) bzw. 
IL-2 abhängige CTLL Zellen (B) wurden in den Überständen 48 Stunden kultiviert und anschließend vier 
Stunden in Medium mit 5 µCi/ml 3H-markiertem Thymidin inkubiert. Die aufgenommene Radioaktivität wurde 
in einem Beta-Counter gemessen und in cpm (counts per minute) angegeben. 
 
 
4.2.4 Temperaturstabilität der exprimierten Genprodukte 
 
Nachdem Expression und biologische Aktivität für die therapeutischen Genprodukte 
nachgewiesen werden konnten, erschien es im Hinblick auf spätere Anwendungen interessant 
zu überprüfen, ob die Genprodukte auch bei Körpertemperatur stabil sind. Dazu wurden die 
Zytokinmengen in Proben unter Standardbedingungen von entweder –20°C (eingefrorene 
Proben) oder +4°C (gekühlte Proben) mit Proben verglichen, die bei 37°C gelagert wurden. 
Die Proben entstanden durch Modifikation von MCF-7 Zellen mit 100 HU NDFL(GM-CSF) 
bzw. NDFL(IL-2) für eine Stunde bei 37°C. Die Zellen wurden gewaschen und anschließend 
gleichmäßig auf je vier Zellkulturflaschen aufgeteilt. Nach 24, 48, 72 und 96 Stunden wurden 
Überstände abgenommen und bei 4000 U/min für fünf Minuten zentrifugiert, um alle 
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Zellbestandteile abzutrennen.  
Je ein Aliquot der jeweiligen Überstände wurden den verschiedenen Temperaturen für 30 
Tage im Fall der GM-CSF-Überstände und 16 Tage im Fall der IL-2-Überstände ausgesetzt. 
Die Analyse der noch verbliebenen Proteinmengen erfolgte wiederum in einem GM-CSF-  
bzw.  IL-2 spezifischen ELISA. 
Abb. 12 MCF-7 Zellen wurden mit 100 HU NDFL(GM-CSF) (A) bzw. NDFL(IL-2) (B) pro 1x107 Zellen 
für eine Stunde bei 37°C modifiziert und anschließend gleichmäßig auf je vier Zellkulturflaschen aufgeteilt. 
Nach 24, 48, 72 und 96 Stunden wurden die Überstände abgenommen und bei 4000 U/min für fünf Minuten 
zentrifugiert. Je ein Aliquot der Überstände wurde bei entweder –20, +4 oder +37°C für 30 Tage (GM-CSF-
Überstände (A)) oder 16 Tage (IL-2-Überstände (B)) gelagert. Die Analyse der noch verbliebenen 
Proteinmengen erfolgte in einem GM-CSF- bzw.  IL-2 spezifischen ELISA. 
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Wie in Abb. 12 A zu sehen ist, ist das exprimierte GM-CSF über 30 Tage bei 
Körpertemperatur stabil. Es kommt zu keinerlei Abbaureaktionen oder Degradierungen. 
Somit sollte das Produkt auch im lebenden Organismus lang genug stabil bleiben, wenn es 
einmal exprimiert wurde. 
Das Resultat für IL-2, wie es in Abb. 12 B dargestellt ist, fällt etwas anders aus. Das 
exprimierte IL-2 wird über die beobachteten 16 Tage bei Körpertemperatur in geringen 
Mengen abgebaut. Es wurden je nach Zeitpunkt Proteinmengen gefunden die zwischen 23 
und 28% unter den Mengen bei Standardbedingungen lagen. Das Genprodukt  
IL-2 ist somit zwar immer noch größtenteils als stabil anzusehen, hält aber dem Vergleich mit 
exprimiertem GM-CSF nicht stand. Allerdings sollte die Stabilität des Proteins ausreichen, 
um damit eventuelle Effekte im lebenden Organismus erzielen zu können. 
 
 
4.2.5 Einfluss der Integrations-Position des therapeutischen Gens im viralen  
 Genom auf die Expressionseffizienz (Positionseffekt) 
 
Den bisher verwendeten rekombinanten Virus-Varianten wurde das therapeutische Gen vor 
dem ersten viralen Gen eingesetzt. Dies geschah aus der Überlegung heraus, dass man so 
negative Effekte durch abbrechende Transkripte oder unvollständige Replikation minimieren 
und die Expressionseffizienz maximieren kann.  
Es sollte nun untersucht werden, ob die Position des therapeutischen Gens im viralen Genom 
wirklich einen Einfluss auf die Effizienz der Expression hat. 
Dazu wurde eine weitere virale Variante eingesetzt, das ebenfalls auf der Basis des LaSota 
Stammes von NDV erstellt wurde. Das therapeutische Gen GM-CSF befindet sich bei diesem 
Virus hinter dem fünften viralen Gen, das für das HN-Protein codiert. Somit ist das GM-CSF 
Gen etwa in der Mitte des Genoms von NDV, ca. 8500 Basenpaare stromaufwärts der 
ursprünglich verwendeten Position lokalisiert. 
In dem folgenden Experiment sollte nun das zuvor verwendete Virus NDFL(GM-CSF), das 
für diesen Versuch als NDFL(GM-CSF )-(I)  bezeichnet werden soll, mit dem soeben 
beschriebenen Virus NDFL(GM-CSF )-(II)  im Hinblick auf die Expression von GM-CSF 
nach Tumorzell-Infektion verglichen werden. 
MCF-7 Zellen wurden mit 100 HU NDFL(GM-CSF)-(I) bzw. NDFL(GM-CSF)-(II) für eine 
Stunde bei 37°C modifiziert, gewaschen und anschließend gleichmäßig auf je vier 
Zellkulturflaschen aufgeteilt. Nach 24, 48, 72 und 96 Stunden wurden die Überstände 
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abgenommen und bei 4000 U/min für fünf Minuten zentrifugiert. Die Expression von GM-
CSF in den Überständen wurden dann in einem GM-CSF-spezifischen ELISA analysiert. 
Abb. 13 MCF-7 Zellen wurden mit 100 HU NDFL(GM-CSF)-(I) bzw. NDFL(GM-CSF)-(II) für eine 
Stunde bei 37°C modifiziert, gewaschen und anschließend gleichmäßig auf vier Zellkulturflaschen aufgeteilt. 
Nach 24, 48, 72 und 96 Stunden wurden die Überstände abgenommen und bei 4000 U/min für fünf Minuten 
zentrifugiert. Die Expression von GM-CSF in den Überständen wurde dann in einem GM-CSF-spezifischen 
ELISA analysiert. 
 
Wie Abb. 13 zeigt, ist ein massiver Rückgang der GM-CSF Expression bei der Verwendung 
des Virus NDFL(GM-CSF)-(II) zu erkennen. Die Proteinmengen, die beim Einsatz dieses 
Virus erzielt werden, liegen durchschnittlich bei etwa 17% des Wertes, der durch den Einsatz 
des Vergleichsvirus NDFL(GM-CSF)-(I) erreicht wurde.  
Damit bestätigt sich die Vermutung, dass die Position des therapeutischen Gens im viralen 
Genom einen sehr beträchtlichen Einfluss auf die Effizienz der Expression hat. 
Die Abbruchraten bei Transkription oder Replikation der Gene im hinteren Bereich des 
viralen Genoms scheinen zu hoch zu sein, um eine gute Genprodukt-Ausbeute zu erzielen. 
Um diese negativen Effekte zu umgehen, sollte die Sequenz eines therapeutischen Gens in 
jedem Fall in eine vordere Position des Genoms integriert werden. Dies ist sowohl bei 
NDFL(GM-CSF) als auch bei NDFL(IL-2) der Fall. Somit sollte die virale Infektion mit 
einem dieser Viren eine optimale Expression des jeweiligen therapeutischen Gens zur Folge 
haben. 
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4.3 Herstellung und Charakterisierung korrespondierender 
rekombinanter Fusionsproteine 
 
Als Alternative zu den zuvor beschriebenen rekombinanten Viren, sollten Fusionsproteine 
dienen, die ebenfalls durch virale Infektion an die Tumorzelle gekoppelt und so dem 
Immunsystem in Form einer Vakzine zugänglich gemacht werden können. Dazu wurden 
Fusionsproteine erstellt, die zwei unterschiedliche Eigenschaften miteinander verbinden. Der 
erste Teil des Fusionsproteins entstand aus 
der spezifischen Region eines single chain 
Antikörpers gegen das HN-Protein von NDV 
und ist somit in der Lage diese Proteine auf 
der Oberfläche von NDV infizierten Zellen 
zu erkennen und zu binden. Dieser Teil ist 
über eine Aminosäurenverbindung mit dem 
zweiten Teil verknüpft, der das GM-CSF 
bzw. IL-2-Protein darstellt. 
Somit würde eine infizierte Tumorzelle durch diese Proteine mit Hilfe der Antikörper-
Eigenschaft eingehüllt und mit einer nach außen gestellten Zytokin-Schicht überzogen. 
In diesem Teil soll nun die Aufreinigung, die Bindungseigenschaften und die biologische 
Aktivität dieser Proteine gezeigt werden. 
 
 
4.3.1 Vorstellung und Aufreinigung der rekombinanten Fusionsproteine 
 
Die Fusionsproteine sollten eine Alternative zu den zuvor vorgestellten rekombinantenViren 
darstellen, um zu entscheiden, ob die membrangebundene Form eines Zytokins, oder die 
lösliche Form, die bessere Strategie zur Verbesserung der Vakzine darstellt. 
Somit mussten Fusionsproteine erstellt werden, die vom Aufbau untereinander vergleichbar 
waren und entweder einen IL-2- oder einen GM-CSF-Fusionsanteil trugen, um die Effekte 
mit NDFL(GM-CSF) und NDFL(IL-2) vergleichen zu können. 
Die Proteine wurden aus den Kulturüberständen von transfizierten CHO-Zellen gewonnen. 
Die für die Transfektion nötigen Plasmide und die daraus resultierenden Transfektanten 
waren bereits in eingefrorener Form vorhanden. Die numerische Bezeichnung der 
Fusionsproteine bezieht sich auf den Namen des entsprechenden transfizierten CHO-Klons. 
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Nach dem Auftauen und einigen Passagen in der normalen Zellkultur wurden die Zellen zur 
Produktion in Integraflaschen geladen. Innerhalb einer Woche konnten so 15 ml Überstand 
gewonnen werden, die für die Aufreinigung verwendet wurden. 
Die beiden GM-CSF-Fusionsproteine 364 und 463 sowie das IL-2-Fusionsprotein 356 wurden 
für die Experimente ausgewählt und aufgereinigt. Sie sind wie folgt aufgebaut: 
 
Allen Fusionsproteinen sind ein Flag- und ein His6-Sequenz gemein. Die His6-Sequenz dient 
hauptsächlich der Aufreinigung über eine Nickel-NTA-Säule, während die Flag-Sequenz zur 
Detektion verwendet wird. 
Die Protein-Überstände der Integraflaschen mussten zunächst dialysiert und anschließend auf 
eine Nickel-NTA-Sepharose-Säule geladen werden. Die Fusionsproteine binden an die 
Säulenmatrix und können nach einigen Waschschritten mit Imidazol von der Säule eluiert 
werden. Dabei werden Fraktionen gesammelt, die durch SDS-PAGE und anschließenden 
Western Blot auf Menge und Reinheit des Proteins überprüft werden können.  
Die Ergebnisse für die Aufreinigung der drei zuvor aufgeführten Fusionsproteine sind in Abb. 
14 dargestellt. Dabei ist zu erkennen, dass das Fusionsprotein 356 aufgrund des im Vergleich 
zu den beiden GM-CSF-Fusionsproteinen kleineren IL-2-Fusionsanteils auch ein geringeres 
Molekulargewicht im Westernblot aufweist.  
Im Säulendurchlauf (DL) und in den Waschfraktionen (Wasch) ist kein Protein zu finden, so 
dass auch die Ausbeute sehr gut ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Flag GM-CSF Sc-αHN  His6364:
Flag His6GM-CSFSc-αHN 463:
Flag IL-2Sc-αHN His6356:
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Abb. 14 25 µl der einzelnen Fraktionen (Fr. 1 - 5) der jeweiligen Ni-NTA-Säule sowie deren Durchlauf 
(DL) und deren Waschschritt (Wasch) wurden 1:2 mit reduzierendem SDS-Probenpuffer versetzt und bei 95°C 5 
min. inkubiert. Anschließend wurden 20 µl dieser Proben auf ein 12,5%iges SDS-Gel aufgetragen. Nach 
erfolgter SDS-PAGE wurden die Proteine durch Westernblotting auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen, 
die mit anti-Flag-Antikörper inkubiert wurde. Durch einen Peroxidase-gekoppelten Zweitantikörper und einem 
Entwicklungssubstrat konnten die Proteine auf einem Röntgenfilm sichtbar gemacht werden. 
 
 
Die Fraktionen mit der größten Proteinmenge wurden zusammengefasst und nach 
Aufkonzentrierung mit Amicon-Konzentratoren mit Hilfe der Bradford-Methode auf ihren 
Proteingehalt hin untersucht. Die Proteinlösungen wurden bei –20°C gelagert und nach ihrer 
Proteinkonzentration in den folgenden Versuchen eingesetzt. 
Die Reinheit der zusammengefassten Proteinfraktionen sollte mit Hilfe eines Silbergels 
untersucht werden, die unspezifisch alle in Lösung befindlichen Proteine mit einer bis zu 
zehnfach höheren Empfindlichkeit darstellen kann. Parallel dazu wurde ein spezifischer 
Westernblot angefertigt, um die eindeutige Identifikation der entsprechenden Proteinbanden 
zu ermöglichen. 
Für das Silbergel wurden erneut 12,5% ige SDS-Gele verwendet, wovon das eine, wie 
beschrieben, als Silbergel behandelt wurde, während die Proteine des anderen durch 
Westernblotting und anschließende Entwicklung mit anti-Flag-Antikörper sichtbar gemacht 
wurden. Dabei kam jeweils die aufgereinigte und aufkonzentrierte Probe sowie eine 1:2,5- 
und eine 1:5-Verdünnung jedes Fusionsproteins zum Einsatz. Das Ergebnis zeigt Abb. 15.  
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Abb. 15 Je 25 µl der zusammengefassten aufkonzentrierten Fraktionen, sowie eine 1:2,5- und eine 1:5-
Verdünnung der Fusionsproteine 356, 364 und 463 wurden 1:2 mit reduzierendem SDS-Probenpuffer versetzt 
und bei 95°C 5 min. inkubiert. Anschließend wurden 20 µl jeder Fraktion auf zwei 12,5%ige SDS-Gele 
aufgetragen. Nach erfolgter SDS-PAGE wurde ein Gel nach der Silbergel-Methode entwickelt und getrocknet 
(A). Die Proteine des zweiten Gels wurden durch Westernblotting auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen, 
die mit anti-Flag-Antikörper inkubiert wurde. Durch einen Peroxidase gekoppelten Zweitantikörper und ein 
Entwicklungssubstrat konnten die Proteine auf einem Röntgenfilm sichtbar gemacht werden (B). 
 
 
Die  Proteine weisen im Silbergel (Abb. 15 A) bis auf die methodenspezifische Bande bei ca. 
70 kDa kaum verunreinigende Protein-Banden auf, so dass davon ausgegangen werden kann, 
dass die Proteinpräparationen größtenteils rein sind und somit für die folgenden Versuche 
verwendet werden können. 
Abb. 15 B zeigt, dass die unspezifischen Banden, die im Silbergel auftreten, aufgrund ihres 
Molekulargewichts mit den spezifischen Banden im Immunoblot übereinstimmen und somit 
eindeutig den beschriebenen Fusionsproteinen 356, 364 und 463 zuzuordnen sind. Dies wird 
auch durch die Signalintensitäten gestützt, da das Fusionsprotein 364 sowohl im Silbergel als 
auch im Immunoblot ein schwächeres Signal aufweist als die übrigen beiden Fusionsproteine. 
 
 
4.3.2 Bindung der Fusionsproteine 356, 364 und 463 an NDV-infizierte  
 Tumorzellen 
 
In diesen Versuchen sollte nachgewiesen werden, dass die produzierten und aufgereinigten 
Fusionsproteine auch wirklich in der Lage sind an NDV-infizierte Tumorzellen zu binden. 
Um nicht von der Replikation des Virus in den Zellen abhängig zu sein, wurde eine Variante 
der Modifikation verwendet, die oft für Bindungsstudien eingesetzt wird. 
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Dazu wurden Tumorzellen, in diesem Fall HT29 Zellen, mit 400HU UV-inaktiviertem NDV 
Ulster pro 1x107 Zellen für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Das inaktivierte Virus ist nicht 
mehr in der Lage sich in den Zellen zu replizieren, die Bindungseigenschaften sind jedoch 
nicht eingeschränkt (Schirrmacher et al., 1997). Durch die hohe Konzentration des Virus 
entsteht trotzdem eine etwas schwächer, aber dafür homogen mit viralem Oberflächenprotein 
beladene Zellpopulation. Dies ist ein Vorteil gegenüber mit replizierendem Virus infizierten 
Tumorzellen, die oft eine heterogene und ungleichmäßig mit Oberflächenprotein beladene 
Zellpopulation darstellen. Für den Nachweis der Bindung wurde die Methode mit der 
homogeneren Oberflächenproteinbeladung daher vorgezogen. 
Nach Entfernen des ungebundenen Virus durch Waschen wurden die Zellen zum einen zur 
Kontrolle der Oberflächenproteindichte mit anti-HN-Erstantikörper, zum anderen mit dem 
jeweiligen Fusionsprotein (1µg/ml) und einem anti-His-Erstantikörper inkubiert. 
Anschließend erfolgte die Entwicklung mit einem PE-gekoppeltem Ziege-anti-Maus-
Zweitantikörper. Die anschließende FACS-Analyse ist in Abb. 16 gezeigt. 
Abb. 16 HT29 Zellen wurden mit 400 HU UV-inaktiviertem NDV Ulster pro 1x107 Zellen für eine Stunde 
bei 37°C inkubiert. Nach Entfernen des ungebundenen Virus durch Waschen wurden die Zellen zum einen zur 
Kontrolle der Antigendichte mit anti-HN-Erstantikörper (ο), zum anderen mit einem der Fusionsproteine 356, 
364 oder 463 (1µg/ml) und einem anti-His-Erstantikörper (•) inkubiert. Anschließend erfolgte die Entwicklung 
mit einem PE-gekoppeltem Ziege-anti-Maus-Zweitantikörper (ZαM-PE). 
 
Wie zunächst zu erkennen ist, zeigen alle Tumorzellen die gewünschten HN- Proteine in 
ausreichendem Maße und in homogener Verteilung auf ihrer Oberfläche. Betrachtet man nun 
die Bindung der drei Fusionsproteine, so fällt auf, dass dieses Signal eine etwas geringere 
Intensität aufweist, was wohl darauf zurückzuführen ist, dass es sich bei der Bindung um eine 
Gleichgewichtsreaktion handelt, die nie eine vollständige Absättigung der 
Oberflächenproteine erzielen kann. 
M1M1M1
356 364 463
ZαM-PE αHis + ZαM-PE
αHN.B + ZαM-PE Konstrukt + αHis + ZαM-PE
4  Ergebnisse 
89 
Alle drei Fusionsproteine sind aber eindeutig in der Lage an Zelloberflächen, die das HN-
Protein exponieren zu binden.  
Zwischen den Fusionsproteinen ist keinerlei Unterschied in ihrem Bindungsverhalten zu 
erkennen, so dass alle Fusionsproteine gleichermaßen verwendbar sind. 
Dass die Zellen gleichmäßig von den Fusionsproteinen umschlossen werden und nicht auf der 
Oberfläche verklumpen, was sie unzugänglich machen würde, sollte in einer 
Immunfluoreszenz-Messung nachgewiesen werden. Stellvertretend für die drei gleich stark 
bindenden Fusionsproteine wurde das Protein 356 verwendet. 
5x104 MCF-7 Zellen wurden auf Objektträgern ausgesät und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
Die adhärierten Zellen wurden mit 25 HU/ml NDFL(EGFP) für eine Stunde bei 37°C 
modifiziert, um die infizierten Zellen im Fluoreszenz-Mikroskop sichtbar zu machen. 
Nach Fixierung mit 4% Paraformaldehyd wurden die Zellen mit 2,5 µg Fusionsprotein 
inkubiert und anschließend mit einem anti-His-Erstantikörper und einem Cy3-markierten 
Ziege-anti-Maus-Zweitantikörper gefärbt. Zuletzt wurden die Zellkerne mit Hoechst 33342 
blau markiert. 
Abb. 17 5x104 MCF-7 Zellen wurden über Nacht auf Objektträgern ausgesät und anschließend mit 25 
HU/ml NDFL(EGFP) für eine Stunde bei 37°C modifiziert. Nach Fixierung mit 4% Paraformaldehyd wurden 
die Zellen mit 2,5 µg Fusionsprotein inkubiert und mit einem anti-His-Erstantikörper und einem Cy3-markierten 
Ziege-anti-Maus-Zweitantikörper gefärbt. Zuletzt wurden die Zellkerne mit Hoechst 33342 blau markiert.  
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Die Ergebnisse der Fluoreszenz-Messung sind in Abb. 17 dargestellt. Sie zeigen zunächst, 
dass nur die Zellen Fusionsprotein annehmen können und damit rot erscheinen, die mit Virus 
infiziert sind und damit gleichzeitig grün strahlen. Uninfizierte Zellen, die in der Färbung nur 
durch den blauen Zellkern markiert sind, binden kein Fusionsprotein.  
Die Verteilung des Fusionsproteins auf den infizierten Tumorzellen ist homogen, wie in dem 
Ausschnitt zu sehen ist, der nur die Cy3-Färbung zeigt. Das starke Hervortreten der 
Zellränder liegt an der nicht konvokalen Aufnahme der Bilder, so dass sich hier mehrere 
Schichten gefärbtem Materials überlagern. 
Somit konnte gezeigt werden, dass die Zellen gleichmäßig von den Fusionsproteinen 
umschlossen werden. Es entstehen keine Verklumpungen, so dass die Fusionsproteine auf der 
Oberfläche jederzeit zugänglich sind. 
Zuletzt sollte noch untersucht werden, ob die Fusionsanteile ebenfalls in der Lage sind an 
Zielzellen und deren spezifische Rezeptoren zu binden. 
Dazu sollten Zellen verwendet werden, die entweder den IL-2-Rezeptor oder den GM-CSF-
Rezeptor in ausreichend großer Anzahl exprimieren, um so eine Bindung nachweisen zu 
können. 
Für den IL-2-Rezeptor wurde die Maus T-Lymphom-Zelllinie Eb verwendet, von der bekannt 
ist, dass sie den IL-2-Rezeptor in großer Menge exprimiert (Diamantstein et al., 1985). Die 
Verwendung einer Mauszelllinie ist in diesem Fall unproblematisch, da humanes IL-2 und 
Maus-IL-2 in hohem Maße homolog sind. 
Für den GM-CSF-Rezeptor konnte keine solche Zelllinie gefunden werden. Der Versuch, die 
Rezeptoren auf U937 Zellen (humane promonozytische Lymphom Zelllinie) in ausreichender 
Menge zu finden, scheiterte (Daten nicht gezeigt).  
Abb. 18 5x105 Eb Zellen wurden mit 1µg 356 inkubiert und anschließend mit einem anti-His-Erstantikörper 
und einem PE markierten Ziege-anti-Maus-Zweitantikörper (ZαM-PE) gefärbt (•) und im FACS analysiert. Als 
Kontrollen wurden Proben mit anti-F- bzw. anti-HN.B-Erstantikörper und PE-gekoppeltem Ziege-anti-Maus-
Zweitantikörper (•,•) vermessen. 
 
M1
αHN.B + ZαM-PE
αF + ZαM-PE
αHis + ZαM-PE
356 + αHis + ZαM-PE
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Für die Bindung des Fusionsproteins 356 an den IL-2-Rezeptor wurden 5x105 Eb Zellen mit 
1µg 356 inkubiert und anschließend mit anti-His-Erstantikörper und PE-gekoppeltem Ziege-
anti-Maus-Zweitantikörper gefärbt. Als Kontrolle wurde eine Probe mit anti-F-Erstantikörper 
und PE-gekoppeltem Ziege-anti-Maus-Zweitantikörper analysiert. Die anschließende FACS-
Analyse ist in Abb. 18 gezeigt. Wie die Abbildung darstellt, ist das Fusionsprotein 356 in der 
Lage mit seinem IL-2-Fusionsanteil an den IL-2-Rezeptor der Eb-Zellen zu binden und zeigt 
damit alle Eigenschaften, um seine Funktion zu erfüllen. 
 
 
4.3.3 Biologische Aktivität des Zytokinanteils der Fusionsproteine 
 
 
Nachdem nun nachgewiesen wurde, dass die Fusionsproteine alle gewünschten 
Bindungseigenschaften besitzen, stand die Frage im Vordergrund, ob ihre Zytokinanteile auch 
biologische Aktivität besitzen.  
Um dies zu beantworten wurden IL-2 abhängige CTLL Zellen bzw. GM-CSF abhängige TF-1 
Zellen eingesetzt. Von den Stocklösungen der Fusionsproteine 356, 364 und 463 wurden 
serielle 1:4-Verdünnungen mit Medium hergestellt, in denen dann eine 48 stündige Zellkultur 
von 1x104 CTLL bzw. TF-1 Zellen stattfand. Nach Abschluss der Zellkultur wurden die 
Zellen für vier Stunden in Medium mit 20 µCi/ml 3H-markiertem Thymidin inkubiert und die 
aufgenommene Radioaktivität als Zeichen der Proliferation dieser Zellen in einem Messgerät 
für β-Strahlung gemessen. 
Abb. 19 Von den Fusionsproteinen 356, 364 und 463 wurden serielle 1:4-Verdünnungen mit Medium 
hergestellt, in denen dann eine 48 stündige Zellkultur von 1x104 IL-2 abhängigen CTLL bzw. TF-1 Zellen 
stattfand. Nach Abschluss der Zellkultur wurden die Zellen für vier Stunden in Medium mit 20 µCi/ml 3H-
markiertem Thymidin inkubiert und die aufgenommene Radioaktivität in einem Messgerät für β-Strahlen 
gemessen. 
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Das Ergebnis dieser Messungen ist in Abb. 19 dargestellt. Sie zeigt, dass sowohl die  
GM-CSF-Fusionsproteine 364 und 463 (Abb. 19 A) als auch das IL-2-Fusionsprotein 356 
(Abb. 19 B) 
in der Lage sind, dass Wachstum der jeweils abhängigen Zelllinie zu stimulieren. 
Alle Fusionsproteine besitzen also neben den passenden Bindungseigenschaften auch 
biologische Aktivität. Damit könnten die rekombinanten Fusionsproteine in den späteren 
Versuchen verwendet und zum Vergleich mit den rekombinanten Viren herangezogen 
werden. 
 
 
4.4 Modellsystem zur Untersuchung der stimulierenden  
Wirkung bei Verwendung von rekombinanten Viren und 
Fusionsproteinen in einer Vakzine  
 
Da nun mit den rekombinanten Viren und den Fusionsproteinen zwei verschieden Ansätze 
existieren, um Zytokine für die Vakzinierung nutzbar zu machen, sollte nun ein in vitro 
Testsystem zeigen, ob und in wie weit beide Ansätze die bereits bestehende, auf NDV Ulster 
basierende Vakzine verbessern können. 
Dazu sollte ein Tumor-Neutralisations-Assay eingesetzt werden. Er besteht aus einem 
Tumorzell-Monolayer, der die Zielzellen darstellt und auf die Böden einer 96 Loch Platte 
ausgesät wird. In den Überstand werden die zu testenden Reagenzien mit den dazugehörigen 
Vakzinezellen und den für den Anti-Tumor-Effekt verantwortlichen Effektorzellen gegeben. 
Vakzinezellen sind in dieser Arbeit mit 200 Gy bestrahlte MCF-7 Zellen. Diese werden mit 
Virus infiziert und in den Überstand gegeben. Um die beiden neuen Strategien zu testen 
wurden die Vakzinezellen dahingehend modifiziert, dass für die Infektion die rekombinanten 
LaSota-Viren oder der NDV bzw. NDFL(+) Wildtyp in Kombination mit den rekombinanten 
Fusionsproteinen eingesetzt wurden. Als Effektorzellen kamen menschliche PBMZ zum 
Einsatz, die entweder aus Frischblut oder aus einem Leukozytenkonzentrat („buffy coat“) 
eines gesunden Spenders stammen. Diese MLTC wird dann zwischen 5 und 7 Tagen bei 37°C 
inkubiert und die Zerstörung des Tumorzell-Monolayers durch die CML-Reaktion im 
Vergleich zu einem intakten Monolayer mit dem Lebendfarbstoff MTS dokumentiert. 
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4.4.1 Einsatz rekombinanter Viren und Fusionsproteine im Kontext einer  
 Vakzine im Tumor-Neutralisations-Assay 
 
 
Zunächst sollte in vitro die Wirkung der LaSota-Viren im Allgemeinen und die zusätzlichen 
Effekte der zytokinproduzierenden LaSota-Viren im Speziellen im Vergleich zum Virus NDV 
Ulster untersucht werden. Dazu wurde das zuvor beschriebene System des TNA verwendet. 
3000 lebende MCF-7 Zellen wurden pro Loch als Tumorzell-Monolayer in eine 96 Loch 
Platte ausgesät und 4 Stunden bei 37°C inkubiert. In das umgebende Medium wurden 15000 
menschliche PBMZ pro Loch aus dem Leukozytenkonzentrat („buffy coat“) eines gesunden 
Spenders gegeben.  
Abb. 20 A 3000 lebende MCF-7 Zellen wurden pro Loch in eine 96 Loch Platte ausgesät und 4 Stunden bei 
37°C inkubiert. In das umgebende Medium wurden 15000 menschliche PBMZ und 750 mit 200 Gy bestrahlte 
MCF-7 Zellen pro Loch gegeben. Diese waren mit 100 HU NDV Ulster, NDFL(+), NDFL(GM-CSF) oder 
NDFL(IL-2) pro 1x107 Zellen modifiziert und gewaschen. Die Platte wurde für 6 Tage bei 37°C inkubiert. 
Anschließend wurden die PBMZ und die Vakzinezellen abgesaugt, die Löcher mit frischem Medium aufgefüllt 
und mit 20µl MTS-Lösung im Dunkeln für 20 min. bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 20µl 10%iger 
SDS-Lösung abgestoppt und das Ergebnis bei 490nm im ELISA-Meßgerät  bestimmt. Abkürzungen: Tu = MCF-
7-Monolayer; E = PBMZ; V = bestrahlte MCF-7-Vakzine; V[x] = virusinfizierte, bestrahlte MCF-7-Vakzine ([x] 
= Virus) 
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Als Vakzinezellen kamen 750 mit 200 Gy bestrahlte MCF-7 Zellen pro Loch zum Einsatz. 
Diese waren mit NDV Ulster, NDFL(+), NDFL(GM-CSF) oder NDFL(IL-2) modifiziert und 
gewaschen. Das Gesamtvolumen jedes Loches betrug 200µl und die MLTC inkubierte sechs 
Tage bei 37°C. Anschließend wurden die PBMZ und die Vakzinezellen mit einer 
Wasserstrahlpumpe abgesaugt, die Löcher mit frischem Medium aufgefüllt und mit 20µl 
MTS-Lösung im Dunkeln für 20 min. bei 37°C inkubiert. Nach Braunfärbung der einzelnen 
Löcher wurde die Reaktion mit 20µl 10%iger SDS-Lösung abgestoppt und das Ergebnis bei 
490nm im ELISA-Messgerät  bestimmt. Das Ergebnis wird auf einen unbehandelten 
Monolayer (nur Tuz) normiert. Das Resultat ist in Abb. 20 A wiedergegeben.  
Wie gezeigt, werden die Löcher durch das Absaugen nahezu vollständig von Zellen befreit, so 
dass die Löcher, die nur Vakzinezellen enthalten („nur V“ bis „nur V[NDFL(IL-2)]“) fast 
100% Tumorwachstumsinhibition (TWI) anzeigen. Außerdem ist dargestellt, dass die 
bestrahlten Vakzinezellen in uninfizierter Form so gut wie keinen Einfluss auf den Monolayer 
haben („Tu+V“ mit 6,6% TWI). In den folgenden Gruppen ist der Viruseffekt der 
virusinfizierten Vakzinezellen auf den Monolayer ohne die Gegenwart von Effektorzellen 
gezeigt („Tu+V[NDx(x)]“). Er liegt in diesem Experiment durchschnittlich bei etwa 24%. Die 
Effektorzellen allein in Kontakt mit dem Monolayer („Tu+E“) erzeugen eine überraschend 
hohe TWI von 48,4 %. Allerdings wird dieser Effekt bei Weitem durch die CML-Reaktion 
der Kombinationen von virusinfizierter Vakzine und Effektorzellen auf dem Monolayer 
übertroffen („Tu+E+V[NDx(x)]“). Die Steigerung liegt hier je nach Virus zwischen 20 und 
40%. Dabei ist auffällig, dass das NDV Ulster Virus den geringsten Effekt der vier getesteten 
Viren zeigt. Sein zusätzlicher Nutzen liegt bei knapp 20%, während alle drei LaSota Viren 
eine fast 40%ige Verbesserung des Ergebnisses im Vergleich zu den Effektorzellen allein 
erzielen. Ein zusätzlicher Effekt durch die Expression der therapeutischen Gene ist jedoch 
nicht zu erkennen.  
Der Stamm LaSota scheint nach diesen Ergebnissen prinzipiell besser für die Vakzinierung 
geeignet zu sein als NDV Ulster. Dies wird durch Abb. 20 B nochmals unterstrichen. Hier 
sind zusammenfassend die Ergebnisse von PBMZ von 8 gesunden Donoren und deren 
Wirkung im TNA dargestellt. 
Wie die Abbildung zeigt, hat die alleinige Anwendung von PBMZ („Tu+E“) und von PBMZ 
mit uninfizierten, bestrahlten MCF-7 Zellen („Tu +E+V“) insgesamt den geringsten Einfluss 
auf den Monolayer. Im Vergleich dazu zeigen die Gruppen, die neben dem Monolayer nur 
bestrahlte, virusinfizierte MCF-7 Zellen beinhalten („Tu+V[NDx(x)]“) aber nur einen 
geringfügig größeren Anti-Tumor-Effekt, der auf das Virus zurückzuführen ist (Viruseffekt).  
4  Ergebnisse 
95 
Die letzten vier Gruppen zeigen je die vollständigen MLTC-Gruppen mit Monolayer, 
Effektorzellen und virusinfizierter Vakzine, wobei die vier Viren NDV, NDFL(+), 
NDFL(GM-CSF) und NDFL(IL-2) miteinander verglichen wurden („Tu+E+V[NDx(x)]“). 
Für das Virus NDFL(IL-2) standen leider nur 4 Experimente zur Verfügung. 
Generell ist allein durch den Viruseffekt der virusinfizierten Vakzinezellen eine Steigerung 
der TWI von mindestens 10% zu messen. Betrachtet man die Ergebnisse der vollständigen 
MLTC-Gruppen, so zeigen sowohl NDFL(+), als auch NDFL(GM-CSF) im Vergleich zum 
Wildtypvirus NDV einen über alle Spender gesteigerten Anti-Tumor-Effekt durch die 
induzierte CML-Reaktion. Der Effekt steigt um etwa 8 bzw. 14%. Auch die Werte für 
NDFL(IL-2) lassen eine Steigerung vermuten, sind aufgrund der geringen Spenderzahl aber 
nicht aussagekräftig genug. Der Stamm LaSota ist für die Vakzinierung besser geeignet als 
NDV Ulster. 
Abb. 20 B Zusammenfassende Darstellung von 8 TNA mit PBMZ von verschiedenen gesunden Donoren.  
Alle Spenderwerte sind in % Tumorwachstumsinhibition dargestellt. Der Durchschnitt jeder Gruppe ist als Mean 
eingezeichnet und sein Wert unten genannt. Signifikanzen: * p < 0,1 
Abkürzungen: Tu = MCF-7-Monolayer; E = PBMZ; V = bestrahlte MCF-7-Vakzine; V[x] = virusinfizierte, 
bestrahlte MCF-7-Vakzine ([x] = Virus) 
 
Zwischen NDFL(+) und NDFL(GM-CSF) ist nur ein minimaler Unterschied zu erkennen. 
Dies zeigt auch die Signifikanzberechnung, die nur einen p-Wert < 0,1 ergibt. In Einzel-
T
u+E
T
u+E+V
T
u+V
[N
D
V
]
T
u+V
[N
D
FL(+)]
T
u+V
[N
D
FL(G
M
-C
SF)]
T
u+V
[N
D
FL(IL-2)]
T
u+E+V
[N
D
V
]
T
u+E+V
[N
D
FL(+)]
T
u+E+V
[N
D
FL(G
M
-C
SF)]
T
u+E+V
[N
D
FL(IL-2)]
Kontrollen
*
*
4  Ergebnisse 
96 
experimenten, wie dem in Abb. 20 A gezeigten, sind oft noch kleinere oder gar keine  
Unterschiede zu messen. Mit diesem Testsystem ist die Untersuchung eines zusätzlichen 
Effektes durch die exprimierten therapeutischen Gene also nur schlecht möglich. 
Es sollten nun die Effekte der Fusionsproteine untersucht werden. Der Versuchsaufbau ist 
identisch zum vorhergehenden, nur die Vakzinezellen sind anders beschaffen.  
Abb. 21 Legende siehe folgende Seite 
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Abb. 21 3000 lebende MCF-7 Zellen (Tu) pro Loch wurden in eine 96 Loch Platte ausgesät und 4 Stunden 
bei 37°C inkubiert. In das umgebende Medium wurden 15000 menschliche PBMZ (E) und 750 mit 200 Gy 
bestrahlte MCF-7 Zellen (V) pro Loch gegeben. Diese waren mit 100 HU NDV Ulster pro 1x107 Zellen 
modifiziert [NDV] und wurden während des Assays mit unterschiedlichen Mengen der Fusionsproteine 364 (A),  
463 (B) und 356 (C) ko-inkubiert (angegebene Fusionsproteinmenge pro 200µl). Nach  6 Tagen  Inkubationszeit 
bei 37°C wurden die PBMZ und die Vakzinezellen abgesaugt, die Löcher mit frischem Medium aufgefüllt und 
mit 20µl MTS-Lösung im Dunkeln für 20 min. bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 20µl 10%iger SDS-
Lösung abgestoppt und das Ergebnis bei 490nm im ELISA-Meßgerät  bestimmt. Abkürzungen: Tu = MCF-7-
Monolayer; E = PBMZ; V = bestrahlte MCF-7-Vakzine; V[NDV] = NDV infizierte, bestrahlte MCF-7-Vakzine 
 
Es werden mit 200 Gy bestrahlte und NDV Ulster infizierte MCF-7 Zellen verwendet, die mit 
verschiedenen Mengen der Fusionsproteine 364, 463 und 356 im Assay ko-inkubiert werden. 
Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Abb. 21 dargestellt. 
Wie die drei Diagramme zeigen, haben auch hier die bestrahlten Vakzinezellen in 
uninfizierter Form keinen Einfluss auf den Monolayer („Tu+V“). Der Viruseffekt ohne 
Präsenz von Effektorzellen („Tu+V[x]“) liegt mit 29 bis 39% allerdings etwas höher, als im 
Experiment mit rekombinanten Viren. Die Effektorzellen allein in Kontakt mit dem 
Monolayer erzeugen bei diesem Spender keine Tumorwachstumsinhibition („Tu+E“). Die 
Fusionsproteine selbst haben ebenfalls kaum Einfluss auf die Zielzellen 
(„Tu+Fusionsprotein“). Betrachtet man nun die beiden Gruppen, die die einzelnen 
Fusionsproteine ohne virusinfizierte Tumorzellen enthalten („Tu+E+Fusionsprotein“, 
„Tu+E+V+Fusionsprotein“), so fällt auf, dass die beiden GM-CSF-Fusionsproteine auch ohne 
Bindungspartner schon einen geringen Einfluss auf den Monolayer ausüben. Ganz deutlich 
wird dies jedoch für das Fusionsprotein 356, bei dem diese Werte in Gegenwart von 
Effektorzellen auf 32 bis 39% ansteigen.  
Die Gruppe, die Effektorzellen und nur die infizierte Vakzine auf dem Monolayer enthält 
(Tu+E+V[NDV]) sollte die Referenz für ein eventuell gesteigerten Anti-Tumor-Effekt durch 
die Fusionsproteine sein. Ihr Wert liegt in den Experimenten der beiden GM-CSF-
Fusionsproteine 364 und 463 bei 37,9% und in dem des Fusionsproteins 356 bei 44,6%. 
Vergleicht man diese Werte nun mit den Gruppen, die zusätzlich das jeweilige titrierte 
Fusionsprotein enthalten, so liegt der zusätzliche Effekt für die GM-CSF-Fusionsproteine bei 
14% für 364 bzw. 10% für 463, während es nur 7% im Falle des IL-2-Fusionsproteins 356 
sind. Betrachtet man allerdings die absoluten Werte des maximalen Anti-Tumor-Effekts, so 
liegen diese mit 48 bis 52% weit unter denen, die mit den rekombinanten Viren erreicht 
wurden. Selbst wenn man die Referenzgruppen der beiden unterschiedlichen 
Vakzinierungsansätze vergleicht, die im Experiment der rekombinanten Viren zuvor etwa 
70% und bei den Fusionsproteinen 44% erreichen und somit einen spenderspezifischen 
Unterschied von ca. 26% ausmachen, sind die Ergebnisse der rekombinanten Viren mit 
Werten von etwa 90% um mindestens 10% besser als die der Fusionsproteine mit 78%. Des 
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Weiteren ist es verwunderlich, dass der Anti-Tumor-Effekt durch die Fusionsproteine mit 
sinkender Konzentration ansteigt. Es scheint also ein Optimum zu geben.  
Es bleibt festzuhalten, dass in diesem Versuchsaufbau kein Unterscheid zwischen den 
Zytokin-produzierenden, rekombinanten Viren zum Wildtyp Virus im Bezug auf den Anti-
Tumor-Effekt gefunden werden konnte, während für die Fusionsproteine ein Zuwachs von 7 
bis 14% gemessen wurde. Allerdings liegt der Anti-Tumor-Effekt der Viren etwas höher als 
der der Fusionsproteine. 
Ob es für das Fehlen eines zusätzlichen Anti-Tumor-Effekts durch die Zytokin 
produzierenden rekombinanten Viren einen Grund gibt, sollte in den folgenden Experimenten 
geklärt werden. 
 
 
4.4.2 Einfluss der γ-Bestrahlung der Vakzinezellen auf die Expression der  
 therapeutischen Gene 
 
 
Da kein zusätzlicher Effekt der Zytokine im in vitro Assay festgestellt werden konnte, sollte 
nun untersucht werden, ob es Einflussfaktoren gibt, die eventuell dazu führen, dass nicht 
genug Zytokin in den TNA-Ansätzen produziert wird. 
Ein Unterschied zwischen den Vortests, in denen die Expressionsraten gut waren, und dem 
TNA ist die Tatsache, dass die Vakzinezellen im TNA vor der Infektion γ-bestrahlt werden, 
da der Assay die späteren Bedingungen der Therapie möglichst genau simulieren soll. Somit 
sollte in den folgenden Experimenten geklärt werden, ob dieser Parameter aufgrund der 
Veränderung der Wirtszelle einen Einfluss auf die Expression der therapeutischen Gene hat. 
Dazu wurden MCF-7 Zellen in zwei Gruppen aufgeteilt, wobei die eine Hälfte mit 200 Gy 
bestrahlt wurde, während die anderer unbehandelt blieb. Die Zellen wurden mit 100 HU 
NDFL(GM-CSF) bzw. NDFL(IL-2) für eine Stunde bei 37°C modifiziert, gewaschen und 
anschließend gleichmäßig auf je vier Zellkulturflaschen aufgeteilt. Nach 24, 48, 72 und 96 
Stunden wurden die Überstände abgenommen, bei 4000 U/min für fünf Minuten zentrifugiert 
und in einem GM-CSF bzw. IL-2  spezifischen ELISA analysiert. 
Das Ergebnis zeigt Abb. 22. Die Überstände der infizierten MCF-7 Zellen enthalten große 
Mengen an Zytokin. In den Proben der NDFL(IL-2) infizierten Zellen ist kein Unterschied in 
der Zytokinexpression durch die Bestrahlung zu erkennen. Nur bei den NDFL(GM-CSF) 
infizierten Zellen gibt es einen Einfluss auf die Expression. Die Produktion des Zytokins setzt 
etwas später ein, wodurch nach 24 Stunden erst 70% des unbestrahlten Vergleichswertes 
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erreicht wird. Zu den späteren Zeitpunkten erreicht die Produktion der bestrahlten Zellen 
nicht ganz die Vergleichswerte und die GM-CSF-Produktion geht geringfügig um 12 bis 20% 
zurück. 
Abb. 22 200 Gy bestrahlte und unbestrahlte MCF-7 Zellen  wurde mit 100 HU NDFL(GM-CSF) bzw.  
NDFL(IL-2) für eine Stunde bei 37°C modifiziert, gewaschen und für 24, 48, 72 und 96 Stunden im 
entsprechenden Medium kultiviert. Die Kulturüberstände wurden zu den entsprechenden Zeitpunkten 
abgenommen, anschließend für 5 Minuten bei 4000 U/min zentrifugiert und in einem GM-CSF bzw. IL-2 
spezifischen ELISA analysiert. 
 
 
Die Bestrahlung von Vakzinezellen hat also kaum Einfluss auf die Expression der 
therapeutischen Gene und ist somit nicht der Grund für das Fehlen eines zusätzlichen Effekts 
im TNA. 
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4.4.3 Expression der therapeutischen Gene in Abhängigkeit von der  
 Vakzinezellzahl 
 
 
Nachdem die γ-Bestrahlung als Quelle für den fehlenden zusätzlichen Anti-Tumor-Effekt 
ausgeschlossen werden konnte, sollte nun untersucht werden, ob die Vakzinezellzahl von nur 
750 Grund für eine zu geringe Zytokinpräsenz und damit den fehlenden zusätzlichen Effekt 
ist. 
Es wurden die Bedingungen im TNA ohne Tumor-Monolayer und Effektorzellen gewählt. 
Die Vakzinezellen wurden von 750 Zellen pro Loch ausgehend aufwärts titrierten, um zu 
untersuchen, wie stark die Expression des therapeutischen Gens im normalen TNA ist und 
wie sie durch eine Erhöhung der eingesetzten Vakzinezellen gesteigert werden kann. 
Es wurden MCF-7 Zellen mit 200 Gy bestrahlt und anschließend mit 100 HU  
NDFL(GM-CSF) oder NDFL(IL-2) pro 1x107 Zellen für eine Stunde bei 37°C modifiziert. 
Anschließend kamen die Zellen mit ansteigenden Zellzahlen pro Loch in die wie im TNA mit 
Medium überschichteten 96 Loch Platten. Die Platten wurden bei 37°C für 24, 48, 72 und 96 
Stunden inkubiert, anschließend die Überstände abgenommen und durch Zentrifugation bei  
4000 U/min. von Zellresten befreit.  
Die Ergebnisse der GM-CSF bzw. IL-2 spezifischen ELISA dieser Überstände sind in  
Abb. 23 dargestellt.  
Abb. 23 Mit 200 Gy bestrahlte MCF-7 Zellen wurden mit 100 HU NDFL(GM-CSF) bzw. NDFL(IL-2) pro 
1x107 Zellen modifiziert und dann mit ansteigenden Zellzahlen pro Loch in 96 Loch Platten ausgesät. Die 
Platten wurden bei 37°C für 24, 48, 72 und 96 Stunden inkubiert und die Überstände abgenommen, die dann in 
einem GM-CSF bzw. IL-2 spezifischen ELISA analysiert wurden. 
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Wie man sofort erkennen kann, erzeugt die im TNA eingesetzte Vakzinezellzahl von 750 über 
96 Stunden eine Zytokinkonzentration von 1-2 ng/ml, die aber durch die Steigerung der 
Zellzahl auf bis zu 130 ng/ml für IL-2 und 390 ng/ml für GM-CSF gesteigert werden kann. 
Vermutlich liegt das Fehlen eines zusätzlichen Anti-Tumor-Effekts durch die 
Zytokinproduktion der Vakzinezellen daran, dass die Konzentration der Zytokine mit 750 
Zellen viel zu gering ausfällt. Somit musste der etablierte TNA auf die Anforderungen der 
neuen Vakzineform angepasst werden.  
 
 
4.5 Rekombinante Viren und Fusionsproteine im  
 Tumor-Neutralisations-Assay und ihr Einfluss auf den  
 Anti-Tumor-Effekt 
 
Da das Fehlen eines zusätzlichen Effekts durch die exprimierten Zytokine scheinbar im 
Aufbau des Testsystems selbst lag, musste der Assay nun so abgewandelt werden, dass die 
durch die Vakzine produzierten Zytokine die Möglichkeit haben, einen zusätzlichen Anti-
Tumor-Effekt hervorzurufen. Das Ziel war es also, die Zellzahlen so zu variieren, dass eine 
gute Zytokinproduktion gewährleistet ist und eine ausreichende Effektorzellzahl zu finden, 
die durch die produzierte Zytokinmenge stimuliert werden kann. Gleichzeitig musste eine 
Plattengröße gefunden werden, deren Mediumvolumen die gesteigerten Zellzahlen 6 Tage 
ohne Auslaugen des Mediums versorgen kann. Dazu passend musste eine Monolayerzellzahl 
etabliert werden, die in 6 Tagen einen konfluenten Monolayer in dieser Platte ausbilden kann. 
Da zuvor schon gezeigt wurde, dass die LaSota Viren in der Vakzinierung besser 
funktionieren als NDV Ulster, wurde auf einen weiteren Einsatz von NDV Ulster verzichtet. 
 
 
4.5.1 Versuchsprotokolloptimierung des in vitro Testsystems 
 
Für die gesteigerten Dimensionen des neu zu bestimmenden Testsystems wurden statt der 
bisherigen 96-Loch-Platten 48-Loch Platten verwendet, deren Loch-Oberflächen etwa doppelt 
so groß sind. Somit wurden die Monolayerzellzahlen zunächst ebenfalls auf 6000 Zellen pro 
Loch verdoppelt. Die übrigen Zellzahlen sollten titriert werden, da es hier auch auf das 
Zusammenspiel der einzelnen Komponenten ankam. Die Vakzinezellzahlen starteten mit 
einer Ausgangszellzahl von 1500 und die Effektorzellen mit 15000 Zellen pro Loch.  
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Für dieses Titrationsexperiment wurden somit 6000 lebende MCF-7 Zellen pro Loch einer 48 
Loch Platte ausgesät und 4 Stunden bei 37°C inkubiert. In das umgebende Medium wurden 
entweder 15000, 45000 oder 90000 menschliche PBMZ pro Loch aus einer Frischblutspende 
eines gesunden Spenders gegeben.  
Abb. 24 6000 lebende MCF-7 Zellen wurden pro Loch einer 48 Loch Platte ausgesät und 4 Stunden bei 
37°C inkubiert. 15000, 45000 oder 90000 menschliche PBMZ und 1500, 6000, 12000 oder 24000 mit 200 Gy 
bestrahlte und mit NDFL(+), NDFL(GM-CSF) oder NDFL(IL-2) modifizierte MCF-7 Zellen kamen in jedes 
Loch. Nach 6 Tagen Inkubation bei 37°C und anschließendem Absaugen von PBMZ und Vakzinezellen wurden 
die Platten mit 40µl MTS-Lösung im Dunkeln für 20min. bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 20µl 
10%iger SDS-Lösung abgestoppt und das Ergebnis bei 490nm im ELISA-Messgerät  bestimmt. Abkürzungen: 
Tu = MCF-7-Monolayer; E = PBMZ; V = bestrahlte MCF-7-Vakzine; V[Virus] = virusinfizierte bestrahlte 
MCF-7 Vakzine (Virus siehe Legende), 90000 = Zellzahl 
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Als Vakzinezellen kamen 1500, 6000, 12000 oder 24000 mit 200 Gy bestrahlte MCF-7 Zellen 
pro Loch zum Einsatz. Diese waren mit NDFL(+), NDFL(GM-CSF) oder NDFL(IL-2) 
modifiziert und gewaschen. Das Gesamtvolumen jedes Loches wurde ebenfalls auf 400µl 
angehoben. Nach 6 Tagen Inkubation bei 37°C wurden die PBMZ und die Vakzinezellen mit 
einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt, die Löcher mit 200µl frischem Medium aufgefüllt und 
mit 40µl MTS-Lösung im Dunkeln für 20 min. bei 37°C inkubiert. Nach Braunfärbung der 
einzelnen Löcher wurde die Reaktion mit 20µl 10%iger SDS-Lösung abgestoppt und das 
Ergebnis bei 490nm im ELISA-Messgerät  bestimmt. 
Das Ergebnis ist in Abb. 24 dargestellt und zeigt, dass die Effektorzellen alleine („Tu+E“) 
keinen inhibierenden Effekt auf die Tumorzellen haben, sondern sogar eine 
Tumorprogression herbeiführen. Auch in diesem Versuch sieht man ganz deutlich den 
Viruseffekt („Tu+V[NDFL(x)]“), der bei jedem der drei verwendeten Viren auftritt und 
zwischen 11 und 16 % liegt. 
Betrachtet man nun die titrierten MLTC-Gruppen, in denen alle Komponenten 
zusammenkommen („Tu+E+V[NDFL(x)]“), so fällt auf, dass der Anti-Tumor-Effekt mit 
erhöhter Vakzinezellzahl stetig ansteigt. Bei geringen Effektorzellzahlen scheint es keine 
Unterschiede zwischen den einzelnen Viren zu geben. Der Wildtyp zeigt sogar einen etwas 
besseren Anti-Tumor-Effekt als die modifizierten Viren. 
Hebt man die Effektorzellzahlen von 15000 Zellen auf 45000 Zellen an, so ist für alle drei 
Viren ein klarer Anstieg des Anti-Tumor-Effekts zu beobachten. Gleichzeitig zeigen aber 
NDFL(GM-CSF) und NDFL(IL-2) den nun stärker ausgeprägten Effekt gegenüber NDFL(+). 
Bei 90000 Effektorzellen ist nur für NDFL(GM-CSF) und NDFL(IL-2) ein weiterer Anstieg 
des Anti-Tumor-Effekts zu erkennen, während sich der des Wildtypvirus NDFL(+) nicht 
weiter steigern lässt. Dabei scheint NDFL(IL-2) das stärker aktivierende Potential der beiden 
rekombinanten Viren zu besitzen. 
Nach diesen Ergebnissen scheint eine richtig eingesetzte Zytokin-exprimierende Vakzine 
verbesserte immunstimulatorische Fähigkeiten zu besitzen. Um diese nachzuweisen erscheint 
im TNA eine Effektorzellzahl von etwa 90000 Zellen optimal, um den zusätzlichen Effekt der 
exprimierten therapeutischen Gene zu zeigen.  
Da bei den Vakzinezellen die höchste Zellzahl auch den stärksten Effekt zeigt, wurden für die 
folgenden Experimente auch 24000 Vakzinezellen pro Loch eingesetzt, da mit dieser Zellzahl 
auch die Genexpression, wie Abb. 23 zeigt, einen guten Wert erreicht. 
Da bei diesem Versuch keine komplette Konfluenz des Monolayers erreicht wurde, wurden 
die Zellzahlen später nochmals geringfügig modifiziert, so dass in den folgenden 
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Experimenten mit 14000 Monolayerzellen, 24000 Vakzinezellen und 96000 Effektorzellen in 
48 Lochplatten mit 400µl Volumen gearbeitet wurde, um den Effekt der therapeutischen Gene 
herauszustellen. 
 
 
4.5.2 Rekombinante Viren und der Einfluss der Expression therapeutischer  
  Gene auf den Anti-Tumor-Effekt 
 
Im Folgenden sollte nun eine größere Anzahl an Experimenten mit Blutzellen verschiedenster 
gesunder Spender durchgeführt werden, um anhand der größeren Datenmenge 
spenderspezifische Effekte ausschließen zu können und nachzuweisen, dass die Integration 
der therapeutischen Gene ins virale Genom einen wirklichen Fortschritt im Vergleich zur 
bisher angewandten Vakzinierungsstrategie bedeutet. 
Dazu wurden 14 TNA nach dem zuvor beschriebenen Protokoll mit Blut von verschiedenen 
gesunden Donoren durchgeführt, deren Ergebnisse in Abb. 25 zusammenfassend dargestellt 
sind. 
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Abb. 25 Zusammenfassende Darstellung von 14 TNA mit PBMZ von verschiedenen gesunden Donoren.  
Alle Spenderwerte sind in % Tumorwachstumsinhibition dargestellt. Der Durchschnitt (Mean) jeder Gruppe ist 
eingezeichnet und der Wert unten genannt. * p < 10-5 , ** p < 0,004 
Abkürzungen: Tu = MCF-7-Monolayer; E = PBMZ; V = bestrahlte MCF-7-Vakzine; V[(NDFL(x)] = 
virusinfizierte bestrahlte MCF-7-Vakzine ((x) = Virus) 
 
Wie die Abbildung zeigt, streuen die Werte für die alleinige Anwendung von PBMZ 
(„Tu+E“) und von PBMZ mit uninfizierten, bestrahlten MCF-7 Zellen („Tu +E+V“) am 
stärksten. Allerdings ist auch erkennbar, dass sie im Durchschnitt aller Testpersonen keinen 
Einfluss auf den Monolayer haben. 
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Betrachtet man die Gruppen, die neben dem Monolayer nur bestrahlte und gleichzeitig 
virusinfizierte MCF-7 Zellen beinhalteten („Tu+V[NDFL(x)]“), so ist der Effekt zu 
beobachten, der zuvor als Viruseffekt bezeichnet wurde. Auch hier ist eine größere 
Streubreite der Ergebnisse zu beobachten, was nur noch mal die Wichtigkeit einer größeren 
Versuchsanzahl unterstreicht, um die spenderspezifischen Gegebenheiten zu berücksichtigen.  
Die Werte dieser Gruppen liegen im Durchschnitt aller Spender bei den drei benutzten Viren 
auf einem gleichem Niveau von etwa 24 %. 
Die letzten drei Gruppen repräsentieren die vollständigen MLTC-Gruppen mit Monolayer, 
Effektorzellen und virusinfizierter Vakzine, wobei die drei Viren NDFL(+), NDFL(GM-CSF) 
und NDFL(IL-2) miteinander verglichen wurden („Tu+E+V[NDFL(x)]“).  
Wie man an den einzelnen Werten und auch an den Werten für den Mean ablesen kann, 
weisen alle drei MLTC im Vergleich zu den entsprechenden Gruppen ohne Effektorzellen 
signifikant gesteigerte Anti-Tumor-Effekte auf, die vermutlich auf der Induktion einer CML-
Reaktion basieren. Weiterhin zeigen sowohl NDFL(GM-CSF) als auch NDFL(IL-2) einen 
über alle Spender signifikant gesteigerten Anti-Tumor-Effekt im Vergleich zum Wildtypvirus 
NDFL(+). Im Durchschnitt steigt der Effekt der beiden rekombinanten Viren im Vergleich zu 
NDFL(+) um etwa 14%. Die beiden rekombinanten LaSota-Varianten unterscheiden sich 
untereinander allerdings kaum. 
Somit zeigen die Experimente, dass die ins virale Genom integrierten therapeutischen Gene 
einen wirklichen Fortschritt im Vergleich zur bisher angewandten Vakzinierungsstrategie mit 
Wildtypvirus bedeuten. 
 
 
4.5.3 Fusionsproteine und ihr Einfluss auf den Anti-Tumor-Effekt im  
  Vergleich zu den rekombinanten Viren 
 
Im folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob die zuvor charakterisierten IL-2- und 
GM-CSF-Fusionsproteine einen ebenso großen Nutzen haben, wie die rekombinanten Viren. 
Dazu wurde ein TNA mit PBMZ eines gesunden Spenders durchgeführt, in dem neben 
NDFL(+), NDFL(GM-CSF) und NDFL(IL-2) infizierten Vakzinezellen auch Vakzinezellen 
verwendet wurden, die NDFL(+) infiziert waren und mit 50,8 ng 356 (αHN/IL-2) bzw.  
215,6 ng 463 (αHN/GM-CSF) beladen wurden. Die Mengen resultieren aus den Ergebnissen 
der Expression der Zytokine bei Infektion mit NDFL(IL-2) bzw. NDFL(GM-CSF), so dass 
die eingesetzte Fusionsproteinmenge in etwa mit der durch die virusinfizierten Tumorzellen 
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exprimierten Zytokinmenge und somit die Gruppen untereinander vergleichbar sind. Nach 
sechs Tagen MLTC war das in Abb. 26 gezeigte Ergebnis zu beobachten. 
 
 
Abb. 26 14000 lebende MCF-7 Zellen wurden pro Loch einer 48 Loch Platte ausgesät und 4 Stunden bei 
37°C inkubiert. 96000 menschliche PBMZ und 24000 mit 200 Gy bestrahlte, mit NDFL(+), NDFL(GM-CSF) 
oder NDFL(IL-2) modifizierte MCF-7 Zellen kamen in jedes Loch. Bezeichnete Löcher enthielten zusätzlich 
50,8 ng 356 bzw. 215,6 ng 463. Nach 6 Tagen Inkubation bei 37°C und anschließendem Absaugen von PBMZ 
und Vakzinezellen wurden die Platten mit 40µl MTS-Lösung im Dunkeln für 20 min. bei 37°C inkubiert. Die 
Reaktion wurde mit 20µl 10%iger SDS-Lösung abgestoppt und das Ergebnis bei 490nm im ELISA-Messgerät  
bestimmt. Abkürzungen: Tu = MCF-7-Monolayer; E = PBMZ; V = bestrahlte MCF-7-Vakzine; V[(NDFL(x)] = 
virusinfizierte bestrahlte MCF-7-Vakzine ((x) = Virus) 
 
 
Die rekombinanten Viren zeigen wieder 25-30% Viruseffekt („Tu+V[NDFL(x)]“). Die 
kompletten MLTC-Gruppen ohne Fusionsproteine („Tu+E+V[NDFL(x)]“) weisen im Fall 
von NDFL(IL-2) eine etwa 16 %ige Steigerung des Anti-Tumor-Effekts und eine von etwa 
20% im Fall von NDFL(GM-CSF) gegenüber NDFL(+) auf.  
Im Vergleich zur vollständigen MLTC mit NDFL(GM-CSF) zeigt die entsprechende 
Fusionsprotein-Kombination mit NDFL(+) und 463 einen um 13% verminderten Effekt 
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(„Tu+E+V[NDFL(+)+463“). Das Fusionsprotein selbst scheint jedoch keine Wirkung auf die 
Tumorzellen oder die PBMZ zu haben, wie die Kontrollen zeigen („Tu+463“; „Tu+E+463“). 
Bei dem Vergleich der vollständigen MLTC mit NDFL(IL-2) und der entsprechenden 
Fusionsprotein-Kombination NDFL(+) und 356 („Tu+E+V[NDFL(+)+356“) verhält es sich 
anders. Zwar ist ein um etwa 14% verbesserter Effekt der Fusionsprotein-Kombination im 
Vergleich zu NDFL(IL-2) zu sehen, jedoch weist das Fusionsprotein auch ohne infizierte 
Vakzinezellen an die es binden kann eine ähnlich hohe Zytotoxizität auf („Tu+E+356“).   
Die gemessene Steigerung ist also vermutlich nicht auf die an die Vakzine gebundenen 
Fusionsproteinfraktion, sondern auf die Gesamtmenge des Fusionsproteins in Lösung 
zurückzuführen. Im Patienten würden allerdings nur gewaschene Vakzinezellen eingesetzt 
werden, so dass nur das gebundene Fusionsprotein einen Effekt auslösen könnte, während die 
rekombinant infizierte Vakzine auch im Patienten weiter therapeutisches Gen exprimiert. 
Damit scheint der Effekt der Fusionsprotein-Kombinationen von 356 und 463 im TNA im 
Endeffekt geringer zu sein, als der von NDFL(IL-2) und NDFL(GM-CSF). 
Da die Variante der Fusionsproteine in den in vitro Messungen sich als nicht so erfolgreich 
erwiesen hat, wird im Folgenden der Ansatz der rekombinanten Viren als der 
erfolgversprechendere weiterverfolgt. 
 
 
4.6 Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanismen im  
Tumor-Neutralisations-Assay  
 
Im folgenden Abschnitt sollte untersucht werden, welche Mechanismen verantwortlich dafür 
sind, dass die virusinfizierte Vakzine für eine gesteigerte antitumorale Wirkung der PBMZ 
sorgen kann. Dazu sollten die in den PBMZ enthaltenen größeren Subpopulationen 
eingehender analysiert werden. 
Ein besonderes Interesse galt dabei der direkten Aktivierung von Immunzellsubpopulationen 
wie Monozyten, T-Zellen, NK-Zellen und Dendritischen Zellen durch die infizierten 
Vakzinezellen. Es sollte dabei zusätzlich untersucht werden, ob die Expression der 
therapeutischen Gene von NDFL(GM-CSF) und NDFL(IL-2) auf diesem Gebiet einen Vorteil 
gegenüber einer auf NDFL(+) basierenden Vakzine erzeugen. 
 
 
 
4  Ergebnisse 
109 
4.6.1 Aktivierung von CD14+ Monozyten durch die Vakzine und ihr  
 Einfluss auf den Anti-Tumor-Effekt 
 
Aus der Doktorarbeit von Birgit Sennewald (23.10.2000) ist bekannt, dass NDV Ulster bei 
direktem Kontakt in der Lage ist, CD14+ Monozyten zu aktivieren und zur Expression von 
Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) anzuregen. Wie in der 
Literatur beschrieben, ist dieses Molekül in der Lage in Zellen, die einen entsprechenden 
Rezeptor tragen, Apoptose zu induzieren.  
Es sollte nun untersucht werden, ob auch eine mit NDV infizierte Tumorzelle, wie sie in der 
Vakzinierung verwendet wird, in der Lage ist, eine TRAIL-Expression auf CD14+ Monozyten 
auszulösen. 
Abb.27 A Beschriftung siehe Abb. 27 B 
 
Dazu wurden aus dem Leukozytenkonzentrat eines gesunden Spenders PBMZ aufgereinigt 
und durch zweistündige Adhärenz an eine Plastikoberfläche die monozytenhaltige Fraktion 
der PBMZ isoliert. Diese Zellen wurden anschließend mit 20HU/ml NDV oder NDFL(+) 
bzw. mit NDV- oder NDFL(+)- infizierten MCF-7 Zellen in einem Verhältnis von 1:1  
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gemischt und für ein, zwei, vier und sieben Stunden bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden 
die Zellen abgenommen und mit einem FITC markierten anti-CD14-Antikörper und einem PE 
markierten anti-TRAIL-Antikörper inkubiert. Die TRAIL-Expression wurde im FACS in der 
Weise untersucht, dass zunächst die CD14 positiven Zellen vom Rest der Zellen abgegrenzt 
und dann deren Expression vermessen wurde. Das Ergebnis dieser Messung ist in Abb. 27 A 
gezeigt. 
Freies Virus induziert sowohl im Fall von NDV als auch im Fall von NDFL(+) eine TRAIL-
Expression nach vier Stunden. Durch die NDV bzw. NDFL(+) infizierte Vakzine startet die 
Expression von TRAIL bereits nach einer Stunde und ist nach etwa zwei Stunden vollständig 
abgeschlossen. 
Die infizierten Vakzinezellen scheinen also schneller als das freie Virus, TRAIL induzieren 
zu können. Vom zeitlichen Verlauf sollte die virusinfizierte Vakzine somit in der Lage sein, 
die Induktion von TRAIL auch unter TNA-Bedingungen bereits zu frühen Zeitpunkten 
sicherzustellen. Ob dies auch bei den im TNA verwendeten Zellzahlverhältnissen möglich ist 
sollte als nächstes untersucht werden. 
Dazu wurde die aus dem Leukozytenkonzentrat eines gesunden Spenders aufgereinigte und 
durch zweistündige Adhärenz an eine Plastikoberfläche isolierte monozytenhaltige Fraktion 
der PBMZ verwendet. Diese Zellen wurden anschließend mit MCF-7 Zellen für eine, vier 
oder sieben Stunden bei 37°C ko-inkubiert, die 24 Stunden zuvor mit NDFL(+) infiziert 
worden waren. Dabei wurde das Verhältnis von Monozyten zu Vakzinezellen variiert (1:1, 
1:4, 1:16, 1:64). Nach einer, vier und sieben Stunden wurden die Zellen abgenommen und die 
TRAIL Expression der CD14+ Monozyten wie zuvor mit einem FITC gekoppelten anti-
CD14- und einem PE gekoppelten anti-TRAIL-Antikörper im FACS bestimmt. Das Ergebnis 
ist in Abb. 27 B dargestellt. 
Im linken oberen Bild kann man erkennen, dass die Monozyten vor der Stimulation keine 
TRAIL-Expression zeigen. Eine Stunde nach dem Kontakt mit der NDFL(+) infizierten 
Vakzine zeigt sich eine verhältnisabhängige TRAIL-Expression. Während man bei einem 
Verhältnis von 1:64 noch kein TRAIL auf der Oberfläche messen kann, ist bei einem 
Verhältnis von 1:1 schon eine recht gute Expression zu beobachten, die mit sinkendem 
Verhältnis abnimmt. Nach vier Stunden hat die TRAIL-Expression für die Verhältnisse 1:1, 
1:4 und 1:16 bereits ihr Maximum erreicht und nach sieben Stunden ist sie für alle 
Verhältnisse sehr stark. 
Zusammengefasst reicht spätestens nach sieben Stunden auch ein sehr geringes Verhältnis 
von Vakzinezellen zu Monozyten aus, um einen TRAIL-vermittelten Mechanismus in Gang 
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zu setzen, der für Apoptose in Tumorzellen sorgen kann. 
Im TNA ist das Verhältnis von Vakzine zu PBMZ 1:4. Geht man von einer 
Monozytenfrequenz von etwa 10% in humanen PBMZ aus (Phillipp Beckhove, persönliche 
Mitteilung), so wäre das Verhältnis zwischen Vakzinezellen und Monozyten 1:0,4 oder 2,5:1, 
was sogar über dem letzten getesteten Verhältnis von 1:1 liegt. 
Somit sollte in einem TNA-Ansatz schon nach spätestens vier Stunden die komplette TRAIL-
Expression vollendet sein. 
Abb. 27 B Von PBMZ eines gesunden Spenders wurde durch zweistündige Adhärenz die monozytenhaltige 
Fraktion (Mφ) der PBMZ abgetrennt. Diese wurden (A) mit 20HU/ml NDV oder NDFL(+) bzw. mit NDV- oder 
NDFL(+)- infizierten MCF-7 Zellen (V[NDV] bzw. V[NDFL(+)]) in einem 1:1 Verhältnis gemischt und für 1, 2, 
4 und 7 Stunden bei 37°C inkubiert. (B) mit MCF-7 Zellen für eine, vier oder sieben Stunden bei 37°C ko-
inkubiert, die 24 Stunden zuvor mit NDFL(+) infiziert worden waren. Das Verhältnis von Monozyten (Mφ) zu 
Vakzinezellen (VZ) war 1:1, 1:4, 1:16 und 1:64. Die Zellen wurden nach dem Abnehmen mit FITC markierten 
anti-CD14-Antikörper und PE markierten anti-TRAIL-Antikörper inkubiert. Die TRAIL-Expression wurde im 
FACS untersucht. Dabei wurden zunächst die CD14 positiven Zellen vom Rest der Zellen abgegrenzt und dann 
deren TRAIL-Expression vermessen. 
 
Um zu untersuchen, ob das durch die Vakzine induzierte TRAIL einen Einfluss auf den Anti-
Tumor-Effekt hat, sollte zunächst untersucht werden, ob die verwendeten MCF-7 Zellen 
überhaupt Rezeptoren für TRAIL exprimieren. Gleichzeitig wurde geklärt, ob Rezeptoren für 
andere Apoptose induzierende Faktoren wie TNF-α oder CD95-L auf den Zellen zu finden 
1 : 1
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sind. Dazu wurden MCF-7 Zellen mit Antikörpern gegen die TRAIL-Rezeptoren 1 bis 4 oder 
mit einem Antikörper gegen CD95, die alle den Maus-IgG1 Isotyp hatten, inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen mit biotinyliertem anti-Maus-IgG1-Antikörper und PE 
markiertem Streptavidin für die FACS-Messung vorbereitet.  
Abb. 28 MCF-7 Zellen wurden mit Antikörpern gegen die TRAIL-Rezeptoren 1 bis 4 (TR1-4) oder mit 
einem Antikörper gegen CD95, die alle den Maus-IgG1 Isotyp hatten, inkubiert. Anschließend wurden die 
Zellen mit biotinyliertem anti-Maus-IgG1-Antikörper und PE markiertem Streptavidin für die FACS-Messung 
vorbereitet. Als Kontrolle diente ein biotinylierter anti-EPCAM-Antikörper. Für TNF-Rezeptor1 stand ein PE 
markierter Antikörper zur Verfügung. 
 
Für TNF-Rezeptor 1 stand ein PE markierter Erstantikörper zur Verfügung, während alle 
anderen Rezeptoren über unmarkierte Erstantikörper, biotinylierte Zweitantikörper und 
fluoreszenzmarkiertes Streptavidin detektiert wurden. Die Ergebnisse der FACS-Färbung sind 
in Abb. 28 dargestellt. 
Wie die Abbildung zeigt, exprimieren die MCF-7 Zellen alle vier TRAIL-Rezeptoren, sowie 
CD95 und TNF-Rezeptor 1. Die Färbung für das letzte Molekül fällt aufgrund der fehlenden 
Verstärkungen durch aufeinander folgende Antikörper nicht so stark aus. 
Die Zellen sind somit sensitiv für die Apoptoseinduktion durch die Liganden der drei 
Rezeptorgruppen.  
Um nun zu untersuchen, ob die Induktion von TRAIL durch die Vakzine zumindest teilweise 
verantwortlich für den Anti-Tumor-Effekt im TNA ist, wurde ein doppelter TNA 
durchgeführt, wobei einer mit 5µM CFSE markierte Monolayerzellen enthielt, um diese nach 
72 Stunden auf Apoptose untersuchen zu können. Parallel sollte die TRAIL-Expression der 
Monozyten aus dem anderen Assay gemessen werden. Der Versuch wurde mit Blutzellen aus 
einem Leukozytenkonzentrat eines gesunden Spenders durchgeführt. Eine Gruppe jedes 
Assays enthielt die durch Adhärenz gereinigte Fraktion, während eine andere komplette 
PBMZ als Effektorzellen verwendete. 
Um ausreichende Zellzahlen für die Analyse zu erhalten, wurde der Assay in 12 Loch Platten 
M1 M2
anti EPCAM-biotin
anti IgG1-biotin
anti TR1+anti IgG1-biotin
anti TR2+anti IgG1-biotin
anti TR3+anti IgG1-biotin
anti TR4+anti IgG1-biotin
anti CD95+anti IgG1-biotin
Streptavidin-PE TNF-Rezeptor1-PE
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anti TNFR1-PE
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durchgeführt und die Zellzahlen des TNA auf die vergrößerte Oberfläche angepasst  
(Faktor 5,3). Somit wurden 5x105 Effektorzellen entweder auf den unmarkierten oder auf den 
CFSE markierten Zellrasen gesät, der aus 75000 adhärierten MCF-7 Zellen bestand. 
Zusätzlich kam in die Gruppen entweder keine Vakzine, 1,3x105 nur bestrahlte (V) oder 
1,3x105 bestrahlte und NDV Ulster infizierte MCF-7 Zellen (V(NDV)). Die Gruppen wurden 
für 72 Stunden im Dunkeln bei 37°C inkubiert.  
Abb. 29 5x105 PBMZ (•) bzw. adhärierte Monozyten (•) wurden in 12 Loch Platten entweder auf einen 
unmarkierten oder auf einen mit 5µM CFSE markierten Zellrasen gesät, der aus 75000 adhärierten MCF-7 
Zellen bestand. Zusätzlich kam in die Gruppen entweder keine Vakzine, 1,3x105 nur bestrahlte (V) oder 1,3x105 
bestrahlte NDV Ulster infizierte MCF-7 Zellen (V(NDV)). Die Gruppen wurden für 72 Stunden im Dunkeln bei 
37°C inkubiert. Die nicht CFSE-markierte Gruppe wurde mit FITC markiertem anti-CD14- und PE markiertem 
anti-TRAIL-Antikörper (A) und die CFSE markierte Gruppe mit PE gekoppeltem anti-Apo2.7-Antikörper (B) 
inkubiert und die Ansätze im FACS analysiert. (C) Experiment wie unter (A) und (B) nur mit NDFL(+), 
NDFL(GM-CSF) und NDFL(IL-2) als infizierende Viren und PBMZ als Effektorzellen. 
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Anschließend wurden die Zellen abgenommen und gefärbt. Die CFSE markierte Gruppe 
wurde zusätzlich mit PE gekoppeltem anti-Apo2.7-Antikörper inkubiert, die nicht markierte 
Gruppe mit FITC markiertem anti-CD14- und PE markiertem anti-TRAIL-Antikörper. Die 
Analyse erfolgte im FACS und ist in Abb. 29 dargestellt.  
Wie in Abb. 29 A zu erkennen ist, zeigt nur die Gruppe eine Hochregulation von TRAIL auf 
den Monozyten, die durch virusinfizierte Vakzine stimuliert wurde, während beide 
Kontrollgruppen kaum TRAIL-Expression aufweisen.  
Dies korreliert exakt mit den Ergebnissen von Abb. 29 B die zeigen, dass nur die mit 
virusinfizierter Vakzine behandelten Monozyten einen großen Anteil apoptotischer 
Tumormonolayer Zellen im Assay zurücklassen. Die Kontrollen hingegen zeigen nur einen 
verhältnismäßig geringen Anteil apoptotischer Monolayerzellen. 
Betrachtet man nun das gleichermaßen durchgeführte Experiment in Abb.29 C, in dem 
NDFL(+), NDFL(IL-2) und NDFL(GM-CSF) untersucht wurden, so bestätigt sich auch hier 
dieses Resultat. Die virusinfizierte Vakzine führt zur Hochregulation von TRAIL auf den 
Monozyten. 
Diese Hochregulation geht mit einer gesteigerten Apoptose im Monolayer einher. 
Überraschend ist, dass die Expression der therapeutischen Gene scheinbar einen Einfluss auf 
die Apoptoseinduktion haben, denn NDFL(+) induziert in etwa so viel Apoptose wie NDV in 
Abb. 29 A, allerdings zeigen NDFL(IL-2) und NDFL(GM-CSF) eine gesteigerte 
Apoptoseinduktion, wobei NDFL(GM-CSF) stärker wirkt. 
Dies stimmt auch mit den Daten der TRAIL-Expression überein. Es scheint also eine 
Korrelation zwischen der Expression von TRAIL durch die Vakzinierung mit virusinfizierten 
Tumorzellen und der Induktion von Apoptose in den Zielzellen zu geben. Um direkt 
nachweisen zu können, dass ein Teil des gefundenen Anti-Tumor-Effekts im TNA auf der 
Induktion von TRAIL und der damit verbundenen Apoptoseinduktion im Monolayer beruht, 
wurde ein weiteres Experiment durchgeführt. In diesem sollte versucht werden den Anti-
Tumor-Effekt durch ein TRAIL blockierendes Agens zu vermindern. Dazu wurde eine 
lösliche Form des TRAIL-Rezeptors 2 (TRAIL R2-Fc) in einer Konzentration von 20µg/ml 
im TNA Assay eingesetzt. Gleichzeitig sollte geklärt werden, ob andere Apoptose 
induzierende Moleküle ebenfalls eine Rolle spielen. Daher wurden auch lösliche Rezeptoren 
gegen CD95 und TNF-α, sowie ein NO-Synthetase Inhibitor (NMMA) eingesetzt. Der Assay 
wurde mit PBMZ eines gesunden Spenders und NDFL(+) infizierten Vakzinezellen 
durchgeführt und für 6 Tage bei 37°C inkubiert. Anschließend erfolgte die Auswertung mit 
MTS. Die Ergebnisse sind in Abb. 30 dargestellt. 
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Wie man erkennen kann, zeigt keines der verwendeten Agenzien einen direkten 
inhibitorischen Effekt auf den Monolayer. Durch die MLTC mit NDFL(+) infizierten 
Vakzinezellen ist eine Tumorwachstumsinhibition von 67,6 % erreicht worden, der 
Viruseffekt selbst liegt mit 28,1 % im Durchschnitt der üblichen TNA. Betrachtet man nun 
die Gruppen, die blockierende Reagenzien enthielten, so fällt auf, dass lediglich die Gruppe 
mit der TRAIL-Blockade einen verminderten Anti-Tumor-Effekt aufweist. Alle anderen 
Substanzen zeigen keine blockierenden Eigenschaften. 
 
Abb.  30 14000 lebende MCF-7 Zellen wurden pro Loch einer 48 Loch Platte ausgesät und vier Stunden bei 
37°C inkubiert. 96000 menschliche PBMZ und 24000 mit 200 Gy bestrahlte und mit NDFL(+) modifizierte 
MCF-7 Zellen kamen in jedes Loch. Zusätzlich wurden den entsprechenden Gruppen blockierende Substanzen 
wie TRAIL-R2-Fc, CD95-Fc und TNF-R2-Fc in einer Konzentration von 20µg/ml, sowie NO-Synthetase 
Inhibitor (NMMA) in einer Konzentration von 0,5mmol/l zugesetzt. Nach 6 Tagen Inkubation bei 37°C und 
anschließendem Absaugen von PBMZ und Vakzinezellen wurden die Platten mit 40µl MTS-Lösung im Dunkeln 
für 20 min. bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 20µl 10%iger SDS-Lösung abgestoppt und das Ergebnis 
bei 490nm im ELISA-Messgerät  bestimmt. Abkürzungen: Tu = MCF-7-Monolayer; E = PBMZ; V = bestrahlte 
MCF-7-Vakzine; V[(NDFL(+)] = NDFL(+) infizierte bestrahlte MCF-7-Vakzine  
 
 
 
Tumor-Wachstumsinhibition [%]
0,0
-20,3
-17,0
28,1
67,6
-13,8
-16,2
3,4
-2,1
71,0
72,8
48,9
65,8
-40,0 -20,0 0,0 20,0 40,0 60,0 80,0
-28,9
Tu+E+V
Tu
Tu+E
Tu+V
Tu+V[NDFL(+)]
Tu+E+V[NDFL(+)]
Tu+CD95-Fc
Tu+TNF-Fc
Tu+TRAIL-Fc
Tu+NO-Inh.
Tu+E+V[NDFL(+)]+CD95-Fc
Tu+E+V[NDFL(+)]+TNF-Fc
Tu+E+V[NDFL(+)]+TRAIL-Fc
Tu+E+V[NDFL(+)]+NO-Inh.
4  Ergebnisse 
116 
Damit ist nachgewiesen, dass ein Teil des Anti-Tumor-Effekts im TNA auf die Aktivierung 
von Monozyten durch die Vakzine und die damit verbunden TRAIL-Expression 
zurückzuführen ist. Die TRAIL-Blockierung konnte allerdings nur eine etwa 20%ige 
Verminderung des Anti-Tumor-Effekts erreichen, so dass zu vermuten bleibt, dass noch 
andere Mechanismen am Gesamteffekt beteiligt sind. Da die anderen untersuchten Faktoren 
theoretisch über die in Abb. 28 gezeigten Rezeptoren hätten binden können, aber die 
blockierenden Agenzien keine Verminderung des Effekts gezeigt haben, kann eine 
Beteiligung von CD95 und TNF-α ausgeschlossen werden. NO scheint ebenfalls keine Rolle 
zu spielen. 
 
 
4.6.2 Aktivierung von natürlichen Killerzellen (NK) durch virusinfizierte 
 Vakzinezellen und ihr Einfluss auf den Anti-Tumor-Effekt 
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass Monozyten nach Kontakt mit virusinfizierter Vakzine 
eine antitumorale Wirkung entwickeln und dass dies einen Einfluss auf das TNA-Ergebnis 
hat, sollten weitere Subpopulationen der PBMZ untersucht werden. Dies geschah im Hinblick 
darauf, ob sie nach Vakzinekontakt einen höheren Aktivierungsgrad erreichen, einen 
verbesserten Anti-Tumor-Effekt entwickeln und ob dies abhängig von der Expression der 
therapeutischen Gene ist. Von NK-Zellen ist bekannt, dass sie ebenfalls zytotoxische 
Wirkung haben können. Deshalb sollte in diesem Abschnitt untersucht werden, in wie weit 
die Vakzine NK-Zellen aktivieren und ob dadurch ihre zytotoxische Wirkung im TNA 
gesteigert werden kann. 
Dazu wurde ein TNA mit 96000 aus PBMZ eines gesunden Spenders magnetisch isolierten 
NK-Zellen pro Loch in 48 Loch Platten angesetzt. Es wurden 14000 MCF-7 Zellen für den 
Monolayer und 24000 mit 200 Gy bestrahlte MCF-7 Zellen pro Loch als Vakzine eingesetzt, 
die mit  NDFL(+), NDFL(GM-CSF) oder NDFL(IL-2) modifiziert waren. Nach fünf Tagen 
wurden die Zellen abgenommen und in einer FACS-Messung analysiert. Sie wurden mit PE-
markiertem anti-CD56- und FITC-markiertem anti-CD69-Antikörper inkubiert, um die Zellen 
eindeutig als NK-Zellen identifizieren und ihren Aktivierungszustand angeben zu können. Als 
Ergebnis wurden nur die CD56 positiven Zellen in Abb. 31 dargestellt und die davon CD69 
positiven Zellen in Prozent angegeben.  
Wie in der Abbildung zu erkennen ist, zeigen die NK-Zellen allein, auf dem 
Tumorzellmonolayer oder auch nach Stimulation mit uninfizierten Vakzinezellen kaum eine 
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durch CD69 angezeigte Aktivierung. Betrachtet man die Gruppen mit virusinfizierter 
Vakzine, so ist für NDFL(+) nach fünf Tagen bereits eine fast verdreifachte Anzahl von 
CD69 positiven NK-Zellen zu finden. Für NDFL(IL-2) und NDFL(GM-CSF) ist im Vergleich 
dazu nochmals eine Verdoppelung der aktivierten NK-Zellen zu beobachten. 
Auch die Oberflächendichte von CD69 auf den NK-Zellen ist bei NDFL(+) infizierter 
Vakzine geringer als bei den anderen beiden verwendeten Viren. 
Somit scheinen NDFL(IL-2) und NDFL(GM-CSF) infizierte Vakzinezellen einen Vorteil in 
der Aktivierung von NK-Zellen zu haben, den das Wildtypvirus NDFL(+) nicht aufweist. Da 
der einzige Unterschied in den zusätzlich eingefügten Genen für IL-2 bzw. GM-CSF besteht, 
scheint der zusätzliche Effekt durch die Expression der therapeutischen Gene hervorgerufen 
zu werden. 
Abb. 31 96000 aus PBMZ eines gesunden Spenders magnetisch isolierte NK-Zellen pro Loch wurden auf 
einen aus 14000 MCF-7 Zellen bestehenden Monolayer gegeben und mit 24000 mit 200 Gy bestrahlten 
Vakzinezellen stimuliert, die ohne, mit NDFL(+), NDFL(GM-CSF) oder NDFL(IL-2) modifiziert waren. Nach 
fünf Tagen wurden die Zellen abgenommen und mit PE-markiertem anti-CD56- und FITC-markiertem anti-
CD69-Antikörper in einer FACS-Messung analysiert. Als Ergebnis ist die CD69 Expression von CD56 positiven 
Zellen in Prozent dargestellt. Abkürzungen: Tu = MCF-7-Monolayer; V = bestrahlte MCF-7-Vakzine; 
V[(NDFL(x)] = virusinfizierte bestrahlte MCF-7-Vakzine ((x) = Virus) 
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Nun sollte untersucht werden, ob die durch die Stimulation hervorgerufenen Unterschiede in 
der Aktivierung auch in der Zytotoxizität dieser Zellen gegenüber einem Tumorzellmonolayer 
wiederzufinden sind. 
Dazu wurden zwei verschiedene TNA mit NK-Zellen unterschiedlicher gesunder Spender 
angesetzt. 3000 unbestrahlte MCF-7 Zellen wurden als Monolayer in 96 Loch Platten 
ausplattiert. Anschließend wurden 15000 NK-Zellen und 750 mit 200 Gy bestrahlteMCF-7 
Zellen, die mit 100HU NDFL(+), NDFL(GM-CSF) oder NDFL(IL-2) modifiziert waren, pro  
Loch als Vakzine zugesetzt. Nach sechs Tagen wurden die Platten mit MTS entwickelt und 
bei 490nm photometrisch analysiert.  
Das Ergebnis ist in Abb. 32 dargestellt und zeigt, dass der Effekt, den NK-Zellen im TNA 
hervorrufen scheinbar sehr gering ist, da die Resultate, die von den Vakzinezellen allein 
erzielt werden zumindest für NDFL(+) und NDFL(GM-CSF) nur geringfügig unter denen 
liegen, die in Gegenwart von NK-Zellen zustande kommen. Für NDFL(IL-2) ist der 
Unterschied durch die Zugabe von NK-Zellen hingegen sehr groß. 
Abb. 32 3000 unbestrahlte MCF-7 Zellen wurden als Monolayer in 96 Loch Platten ausplattiert. 
Anschließend wurden 15000 NK-Zellen und 750 mit 200 Gy bestrahlte MCF-7 Zellen, die mit 100HU 
NDFL(+), NDFL(GM-CSF) oder NDFL(IL-2) modifiziert waren, pro Loch als Vakzine zugesetzt. Nach sechs 
Tagen wurden die Platten mit MTS entwickelt und bei 490nm photometrisch analysiert. Ergebnisse zweier 
Spender sind dargestellt.Abkürzungen: Tu = MCF-7-Monolayer; E = NK-Zellen; V = bestrahlte MCF-7-
Vakzine; V[(NDFL(x)] = virusinfizierte bestrahlte MCF-7-Vakzine ((x) = Virus) 
 
 
Vergleicht man nur den Anti-Tumor-Effekt in den Gruppen mit virusinfizierter Vakzine und  
NK-Zellen auf dem Monolayer („Tu+E+V[NDFL(x)“], so ist eine geringfügige Steigerung 
des Anti-Tumor-Effektes in der Reihe NDFL(+), NDFL(GM-CSF) und NDFL(IL-2) 
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festzustellen. In Anbetracht der Tatsache, dass diese beiden Assays in der zuvor 
beschriebenen 96 Loch Form des TNA durchgeführt wurden, in denen der Effekt der 
therapeutischen Gene noch nicht so stark zu Tage tritt, scheint sich hier im Bezug auf den 
Anti-Tumor-Effekt die gleiche Reihenfolge abzuzeichnen, die in der 48 Loch Form des TNA 
für die Aktivierung der NK-Zellen gefunden wurde. NDFL(+) zeigte zuvor eine eher geringe 
Aktivierung der NK-Zellen und hat im TNA auch den geringsten Anti-Tumor-Effekt. Die 
beiden rekombinanten Viren zeigen im Vergleich zu NDFL(+) eine etwas stärkere 
zytotoxische Reaktion und weisen auch einen verbesserten Aktivierungsstatus auf. Betrachtet 
man NDFL(GM-CSF) und NDFL(IL-2) so ist der Unterschied zwischen den beiden Viren im 
TNA ebenso klein, wie er bei der Messung des Aktivierungsstatus der NK-Zellen gewesen ist 
und fällt in beiden Fällen zu Gunsten von NDFL(IL-2) aus. 
Die beiden rekombinanten Varianten von NDFL(+) scheinen besser in der Lage zu sein NK-
Zellen zu aktivieren, als dies für den Wildtyp der Fall ist. Generell scheint aber der Anti-
Tumor-Effekt durch die aktivierten NK-Zellen gering zu sein, so dass man den Zellen sehr 
wohl einen Teileffekt, aber sicherlich nicht einen großen Anteil am Gesamteffekt zuschreiben 
kann. 
 
 
4.6.3 Erhöhung der ko-stimulatorischen Kapazität von Dendritischen Zellen  
 durch den Kontakt mit virusinfizierten Vakzinezellen 
 
Als weitere Subpopulation der PBMZ sollten nun die Dendritischen Zellen im TNA 
untersucht werden. Dies geschah im Hinblick darauf, dass die Zellen antigenpräsentierende 
Funktionen haben und somit über die T-Zellen als direkten Interaktionspartner Einfluss auf 
den Anti-Tumor-Effekt haben können. Es sollte herausgearbeitet werden, ob die Dendriten 
nach Kontakt mit virusinfizierten Vakzinezellen eine verbesserte Antigenpräsentation 
aufweisen und ob die therapeutischen Gene diese Eigenschaft positiv beeinflussen. 
Dazu wurden zwei 48 Loch TNA in identischen Platten mit PBMZ eines gesunden Spenders 
durchgeführt. Nach fünf und sechs Tagen wurden die Zellen aus den Löchern entnommen und 
mit APC markiertem anti-CD11c-, PE markiertem anti-CD86- und FITC markiertem  anti-
HLA-DR-Antikörper inkubiert. Während der FACS-Analyse wurde aus den PBMZ die 
CD11c+/HLA-DR+ Dendritenpopulation herausgestellt und ihre Expression von CD86 als 
repräsentatives ko-stimulatorisches Molekül untersucht. Das Ergebnis ist in Abb. 33 
dargestellt. 
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Wie die Abbildung zeigt, weisen die Dendritischen Zellen nach Inkubation mit den 
Tumorzellen des Monolayers oder zusätzlich mit uninfizierten Vakzinezellen kaum CD86-
Expression auf („PBMZ+Tu“; „PBMZ+Tu+V“). Dies ändert sich, sobald virusinfizierte 
Vakzinezellen eingesetzt werden. Die Moleküldichte auf der Oberfläche wird mehr als 
verdoppelt. Während sie sich bei NDFL(+) und NDFL(IL-2) kaum voneinander unterscheidet, 
ist sie für NDFL(GM-CSF) noch einmal doppelt so hoch, wie bei den anderen beiden Viren.  
Abb. 33 14000 lebende MCF-7 Zellen wurden pro Loch einer 48 Loch Platte ausgesät und bei 37°C 
inkubiert. 96000 menschliche PBMZ und 24000 mit 200 Gy bestrahlte und mit NDFL(+), NDFL(GM-CSF) oder 
NDFL(IL-2) modifizierte MCF-7 Zellen kamen in jedes Loch. Nach 5 und 6 Tagen Inkubation bei 37°C wurden 
die Zellen aus den Löchern genommen und mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern gegen CD11c, HLA-DR und 
CD86 im FACS untersucht. 
Abkürzungen: Tu = MCF-7-Monolayer; E = PBMZ; V = bestrahlte MCF-7-Vakzine; V[(NDFL(x)] = 
virusinfizierte bestrahlte MCF-7-Vakzine ((x) = Virus) 
 
Generell scheint die LaSota-Virusinfektion also dazu zu führen, dass die 
antigenpräsentierende Kapazität der Dendritischen Zellen im TNA ansteigt. Die zusätzliche 
Expression von IL-2 zeigt keinen weiteren Effekt. Im Gegensatz dazu scheint jedoch die 
zusätzliche Expression von GM-CSF die Kapazität enorm zu erhöhen. Dies ist besonders für 
die im Folgenden analysierte Rolle der T-Zellen von Bedeutung. 
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4.6.4 Aktivierung von T-Zellen durch die Vakzine  
 
Als weitere große Subpopulation der PBMZ sollten die T-Zellen und ihr Einfluss auf dass 
TNA Ergebnis untersucht werden. Zunächst stand ihre Aktivierbarkeit durch die Vakzine im 
Blickpunkt der Experimente. 
Es sollte gemessen werden, ob die virusinfizierten Vakzinezellen generell in der Lage sind  
T-Zellen zu aktivieren und ob die rekombinanten Varianten ein besseres Ergebnis erzielen. 
Dazu wurden mehrere identische TNA mit NDFL(+), NDFL(GM-CSF) und NDFL(IL-2) 
infizierten Vakzinezellen und aus PBMZ gesunder Spender magnetisch isolierten T-Zellen in 
48 Loch Platten angesetzt. Die T-Zellen dieser Platten wurden nach drei, fünf und sechs 
Tagen abgenommen und in einer FACS-Messung analysiert. Um den Aktivierungszustand der 
T-Zellen angeben zu können wurden zwei typische T-Zell-Aktivierungsmarker verwendet. 
CD69 markiert frühe Aktivierungsstadien, während CD25 erst zu einem späteren Zeitpunkt 
nach Aktivierung auf den Zellen gefunden werden kann. Die Zellen wurden nach dem 
Entfernen aus der TNA-Platte parallel mit vier fluoreszenzmarkierten Antikörpern untersucht. 
Um die T-Zellen identifizieren und in CD8- und CD4-T-Zellen unterscheiden zu können, 
wurden die Proben mit APC markiertem anti-CD8- und PerCP markiertem anti-CD3-
Antikörper inkubiert, wobei die CD3+/CD8- Zellen als CD4 T-Zellen definiert wurden. 
Gleichzeitig wurden die Zellen mit FITC markiertem anti-CD69- und PE markiertem anti-
CD25-Antikörper inkubiert, um den Aktivierungszustand der einzelnen Populationen zu den 
verschiedenen Zeitpunkten angeben zu können. Das Ergebnis wurde in M(ean) f(luorescence) 
i(ntensity) angegeben und ist in Abb. 34 dargestellt. 
Sie zeigt, dass nur bei der Inkubation mit virusinfizierten Vakzinezellen T-Zell-Aktivierung 
stattfindet. NDFL(+) und NDFL(GM-CSF) zeigen dabei nur minimal erhöhte CD69-Spiegel, 
während die rekombinante Virusvariante NDFL(IL-2) eine im Verhältnis dazu sehr viel 
stärkere Expression aufweist. Schon an Tag drei ist für T-Zellen, die mit NDFL(IL-2) 
infizierten Tumorzellen ko-inkubiert wurden, eine leichte Erhöhung des frühen 
Aktivierungsmarkers CD69 sowohl auf CD8- als auch auf CD4-T-Zellen zu messen. Dieser 
Marker steigt bis zum sechsten Tag weiter an.  
In den übrigen Kontrollgruppen ist dieser Marker nicht zu finden. Betrachtet man nun die 
Expression von CD25 in diesem Zeitraum, so ist für keine Gruppe eine eindeutige Expression 
zu erkennen. Minimale Steigerungen bei beiden T-Zelltypen können nur für die 
virusinfizierten Gruppen gezeigt werden, wobei wieder NDFL(IL-2) die stärksten Signale 
aufweist. Das Signal ist bei CD4-T-Zellen etwas stärker ausgeprägt. 
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Dass bedeutet, dass beide Gruppen der T-Zellen durch die Vakzine, insbesondere durch 
NDFL(IL-2) zwar aktiviert werden, der Aktivierungsstatus aber nicht über den einer leichten 
Aktivierung, die durch den frühen Marker CD69 angezeigt wird, hinauskommt. Die CD25-
Expression auf den Zellen fällt so gering aus, dass nicht von einer starken Aktivierung wie 
z.B. durch CD3/CD28-Aktivierung ausgegangen werden kann. 
Abb. 34 14000 lebende MCF-7 Zellen wurden pro Loch einer 48 Loch Platte ausgesät und bei 37°C 
inkubiert. 96000 aus menschlichen PBMZ isolierte T-Zellen (TZ) und 24000 mit 200 Gy bestrahlte und mit 
NDFL(+), NDFL(GM-CSF) oder NDFL(IL-2) modifizierte MCF-7 Zellen kamen in jedes Loch. Nach 3, 5 und 6 
Tagen Inkubation bei 37°C wurden die Zellen aus den Löchern genommen und mit fluoreszenzmarkierten 
Antikörpern gegen CD3, CD8, CD25 und CD69 untersucht. Werte in Mean fluorescence intensity (MFI). 
Abkürzungen: Tu = MCF-7-Monolayer; TZ = T-Zellen; V = bestrahlte MCF-7-Vakzine; V[(NDFL(x)] = 
virusinfizierte bestrahlte MCF-7-Vakzine ((x) = Virus) 
 
Insgesamt scheint die Aktivierung jedoch für CD8-T-Zellen stärker ausgeprägt zu sein als für  
CD4-T-Zellen. Da keine andere Gruppe des Versuchs außer den virusinfizierten Gruppen eine 
Aktivierung der T-Zellen zeigt ist zu vermuten, dass das Phänomen zum einen auf die 
virusinfizierte Vakzine und die Steigerung bei NDFL(IL-2) auf die Expression von IL-2 
zurückzuführen ist. 
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4.6.5 Funktionalität der durch die virusinfizierte Vakzine aktivierten  
 T-Zellen  
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass vor allem die NDFL(IL-2) infizierte Vakzine in der 
Lage ist eine leichte Aktivierung bei T-Zellen zu erreichen, sollte nun geprüft werden, ob die 
T-Zellen auch eine funktionelle Reaktion im TNA zeigen. Da hauptsächlich CD8-T-Zellen 
aktiviert wurden, stand vor allem die Funktionalität dieser Zellen im Blickpunkt. Die Analyse 
sollte zeigen, ob die Zellen nach ihrer Aktivierung Granula mit ihrer Außenmembran 
fusionieren. Dies wäre bei T-Zellen ein Hinweis auf Exozytose von funktionellen Molekülen 
wie z.B. Perforin und damit ein Hinweis darauf, dass auch die gefundene leichte Aktivierung 
ausreicht, um eine zytotoxische T-Zell-Funktion auszulösen. Die Exozytose sollte über die 
CD107a-Exposition der T-Zellen gemessen werden. Dieses Molekül kommt auf der 
Innenseite von intrazellulären Vesikeln vor und wird im Fall einer Vesikelfusion mit der 
Plasmamembran auf der Oberfläche der Zelle exponiert (Betts et al., 2003). 
Für das Experiment wurden identische 48 Loch TNA mit aus PBMZ eines gesunden Spenders 
magnetisch isolierten T-Zellen angesetzt. Die Zellen dieser Platten wurden nach ein, zwei, 
drei, vier, fünf und sechs Tagen abgenommen und in einer FACS-Messung analysiert. Die 
Messung unterschied durch die Verwendung von CyChrome markiertem anti-CD8- und FITC 
markiertem anti-CD3-Antikörper CD4- und CD8-T-Zellen. Um die Exozytose der Zellen zu 
zeigen, wurden sie gleichzeitig mit einem PE markierten anti-CD107a-Antikörper inkubiert.  
Abb. 35 A zeigt beispielhaft die Messung dreier Gruppen dieses Experiments. Als 
Positivkontrolle wurden T-Zellen mit CytoPerm/CytoFix-Reagenz permeabilisiert und mit 
dem PE markierten anti-CD107a-Antikörper intrazellulär gefärbt.  
Für die Positivkontrolle sieht man eine deutlich positive Färbung der Zellen, die nachweist, 
dass der Marker im Inneren der Zellen vorhanden ist. Intakte unbehandelte T-Zellen vom 
vierten Tag des TNA, die mit PE-markiertem anti-CD107a-Antikörper inkubiert wurden 
zeigen hingegen keine positive Färbung. Dies beweist, dass der Marker auf nicht aktivierten  
T-Zellen zwar im Zellinneren, jedoch nicht auf der Zelloberfläche zu finden ist. 
Im Vergleich dazu ist eine Färbung von T-Zellen gezeigt, die vier Tage lang durch NDFL(+) 
infizierte Vakzinezellen aktiviert wurden. Sie zeigt für einen Teil der CD8 positiven  
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T-Zellen eine klare Exponierung von CD107a auf der Oberfläche und deutet somit auf eine 
exozytotische Aktivität dieser Zellen hin, während dies für CD4 positive T-Zellen nicht 
beobachtet werden kann. 
 
Abb. 35 Legende siehe folgende Seite 
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Abb. 35 14000 lebende MCF-7 Zellen wurden pro Loch einer 48 Loch Platte ausgesät und bei 37°C 
inkubiert. 96000 aus menschlichen PBMZ isolierte T-Zellen (TZ) und 24000 mit 200 Gy bestrahlte und mit 
NDFL(+), NDFL(GM-CSF) oder NDFL(IL-2) modifizierte MCF-7 Zellen kamen in jedes Loch. Nach 1, 2, 3, 4, 
5 und 6 Tagen Inkubation bei 37°C wurden die Zellen aus den Löchern genommen und mit 
fluoreszenzmarkierten Antikörpern gegen CD3, CD8 und CD107a untersucht. (A) T-Zellen des ersten Tages des 
TNA, die mit CytoPerm/CytoFix-Reagenz permeabilisiert wurden, intakte unstimulierte T-Zellen vom vierten 
Tag des TNA und T-Zellen, nach vier Tagen Aktivierung durch NDFL(+) infizierte Vakzinezellen, wurden mit 
PE-markierten anti-CD107a-Antikörper inkubiert. (B) Prozent CD107a positive CD8- und CD4-T-Zellen aller 
Gruppen an den verschiedenen Tagen des TNA. 
Abkürzungen: Tu = MCF-7-Monolayer; TZ = T-Zellen; V = bestrahlte MCF-7-Vakzine; V[(NDFL(x)] = 
virusinfizierte bestrahlte MCF-7-Vakzine ((x) = Virus) 
 
Abb. 35 B zeigt die prozentualen Verhältnisse von CD107a positiven Zellen innerhalb der 
CD8- und CD4-T-Zellen. Wie zu erkennen ist, zeigen alle Gruppen, die mit virusinfizierter 
Vakzine aktiviert wurden innerhalb der Population der CD8 positiven T-Zellen eine viel 
stärkere Exposition von CD107a als die Kontrollgruppen. Das intensivste Signal zeigen dabei 
T-Zellen, die mit NDFL(IL-2) oder NDFL(GM-CSF) infizierten Vakzinezellen aktiviert 
wurden, wobei ein zu NDFL(IL-2) vergleichbares Signal bei NDFL(GM-CSF) erst am 
sechsten Tag gemessen werden konnte. Auf den CD4 positiven Zellen hingegen konnte viel 
weniger CD107a gefunden werden. Dies spricht nochmals dafür, dass die gemessene 
Exozytose in engem Zusammenhang mit der Ausschüttung zytotoxischer Stoffe durch CD8-
T-Zellen steht. 
Vor dem Hintergrund der zuvor vorgestellten Aktivierung der T-Zellen durch die Vakzine ist 
zu erkennen, dass die Aktivierung durch NDFL(IL-2) infizierte Vakzine zu einer erhöhten 
Exozytose führt. Allerdings zeigt die Abbildung auch, dass die Exozytose bei CD8-T-Zellen 
durch NDFL(+) und NDFL(GM-CSF) ebenfalls erhöht werden kann, obwohl es nur geringe 
Anzeichen für die Aktivierung der T-Zellen gibt. Das bedeutet entweder, dass schon eine 
geringfügige Aktivierung in der Lage ist, exozytotische Prozesse in Gang zu setzen, die bei 
stärkerer Aktivierung noch steigerbar sind, oder es existieren noch andere Mechanismen, die 
bei Kontakt mit der Vakzine zu Exozytoseprozessen führen, die nicht abhängig vom 
Aktivierungsstatus der T-Zellen ist. 
 
 
4.6.6 Anti-Tumor-Effekt der T-Zell-Population nach Aktivierung durch die 
 virusinfizierte Vakzine  
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass es eine Aktivierung von T-Zellen durch die 
virusinfizierte Vakzine gibt und diese dazu führt, dass die Zellen exozytotisch aktiv werden, 
sollte nun untersucht werden, ob dies auch darin resultiert, dass vermehrt Tumorzellen im 
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TNA zerstört werden. 
Dazu wurde das Protokoll des TNA im Bezug auf die Effektorzellen verändert. Es wurden 
14000 MCF-7 Zellen für den Monolayer verwendet. Als Vakzine wurden 24000 mit 200 Gy 
bestrahlte MCF-7 Zellen pro Loch eingesetzt, die mit  NDFL(+), NDFL(GM-CSF) oder 
NDFL(IL-2) modifiziert waren. Als Effektorzellen wurden 96000 durch negative magnetische 
Separation isolierte T-Zellen eines gesunden Spenders pro Loch verwendet. Die Platte wurde 
anschließend für 6 Tage bei 37°C inkubiert, gewaschen und mit MTS inkubiert.  
Abb. 36 A TNA: 14000 unbestrahlte MCF-7 Zellen wurden für den Monolayer verwendet. Als Vakzine 
wurden 24000 mit 200 Gy bestrahlte MCF-7 Zellen pro Loch eingesetzt, die mit NDFL(+), NDFL(GM-CSF) 
oder NDFL(IL-2) modifiziert waren. 96000 durch negative magnetische Separation isolierte T-Zellen eines 
gesunden Spenders wurden pro Loch eingesetzt. Die Platte wurde für 6 Tage bei 37°C inkubiert, gewaschen und 
mit MTS inkubiert. Nach Abstoppen mit 10%iger SDS-Lösung wurde das Ergebnis bei 490nm im ELISA-
Messgerät  bestimmt. Abkürzungen: Tu = MCF-7-Monolayer; E = T-Zellen; V = bestrahlte MCF-7-Vakzine; 
V[(NDFL(x)] = virusinfizierte bestrahlte MCF-7-Vakzine ((x) = Virus) 
 
 
Nach Abstoppen mit 10%iger SDS-Lösung wurde das Ergebnis bei 490nm photometrisch  
bestimmt. In Abb. 36 A ist beispielhaft das Ergebnis eines Spenders dargestellt. 
Die T-Zellen üben alleine keinen Effekt auf den Monolayer aus („Tu+E“). Des Weiteren ist 
auch hier wieder zu sehen, dass die virusinfizierten Vakzinezellen allein schon einen etwa 
25%igen Anti-Tumor-Effekt hervorrufen („Tu+V[NDFL(x)]“). Betrachtet man dazu die 
Zusammenfassung in Abb. 36 B, so scheint dieser Viruseffekt hier im Bezug auf das 
verwendete Virus etwas zu schwanken. NDFL(GM-CSF) zeigt den stärksten Viruseffekt, 
gefolgt von NDFL(+). NDFL(IL-2) weist den geringsten Effekt auf. Zu einer Steigerung des 
Anti-Tumor-Effektes kommt es erst, wenn zusätzlich T-Zellen als Effektorzellen eingesetzt 
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werden („Tu+E+V[NDFL(x)]“). Für NDFL(+) ist die Steigerung im Vergleich zur Probe 
ohne T-Zellen mit etwa 10% für den einzelnen Spender und 24% im Gesamten relativ gering, 
während NDFL(GM-CSF) mit 19 bzw. 26% eine etwas besseres Resultat erzielt. NDFL(IL-2) 
hingegen zeigt eine Verbesserung des Anti-Tumor-Effektes von 73% im Einzelnen und 51% 
im Gesamten, was deutlich über den Resultaten der anderen beiden Viren liegt. 
Diese Resultate stimmen mit denen der Aktivierungs- und Exozytose-Experimente überein. 
NDFL(IL-2) führt im Vergleich zu den anderen beiden Viren zu einer klaren Verbesserung 
der Aktivierung einhergehend mit stärkerer Exozytose der T-Zellen. 
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Abb. 36 B Zusammenfassende Darstellung von 9 TNA mit T-Zellen von verschiedenen gesunden Donoren.  
Alle Spenderwerte sind in % Tumorwachstumsinhibition dargestellt. Der Durchschnitt (Mean) jeder Gruppe ist 
eingezeichnet und der Wert unten genannt. * p < 0,05 
Abkürzungen: Tu = MCF-7-Monolayer; E = T-Zellen; V = bestrahlte MCF-7-Vakzine; V[(NDFL(x)] = 
virusinfizierte bestrahlte MCF-7-Vakzine ((x) = Virus) 
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Dies führt bei T-Zellen zu einer klaren Verbesserung des Anti-Tumor-Effektes im TNA. 
Die Reihenfolge in der zytotoxischen Wirkung der anderen beiden Viren im TNA ist 
ebenfalls deckungsgleich mit den vorherigen Ergebnissen, die NDFL(GM-CSF) gegenüber 
NDFL(+) in Aktivierung und Exozytose leicht im Vorteil sehen. 
NDFL(IL-2) scheint also als einziges Virus in der Lage zu sein in Form einer Vakzine gezielt 
T-Zellen zu aktivieren, die dann ihren Beitrag zum Anti-Tumor-Effekt leisten. NDFL(+) und 
NDFL(GM-CSF) sind ebenfalls in der Lage einen Anti-Tumor-Effekt bei T-Zellen zu 
generieren, allerdings fällt dieser um einiges geringer aus. 
 
 
4.6.7 Ausschüttung von IFN-γ und IP-10 durch Aktivierung mit  
 Vakzinezellen 
 
Neben der Tatsache, dass T-Zellen Aktivierungsmarker exprimieren, konnte im Vorherigen 
gezeigt werden, dass sie durch NDFL(IL-2) exozytotisch aktivierbar sind. In den folgenden 
Experimenten sollte untersucht werden, welche weiteren Moleküle bei der Aktivierung 
sekretiert werden und ob diese Sekretion wieder ausschließlich durch NDFL(IL-2) infizierte 
Vakzinezellen hervorgerufen wird. 
Dazu wurden Überstände der zuvor gezeigten TNA verwendet, bei 4000 U/min. für 5 min. 
zentrifugiert, um sie von Zellbestandteilen zu säubern und dann in ELISA-Experimenten auf 
IFN-γ, IL-2 und IP-10 untersucht. Das Ergebnis ist in Abb. 37 dargestellt. 
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Abb. 37 14000 unbestrahlte MCF-7 Zellen wurden als Monolayer und 24000 mit 200 Gy bestrahlte MCF-7 
Zellen, die mit  NDFL(+), NDFL(GM-CSF) oder NDFL(IL-2) modifiziert waren wurden entweder mit 96000 
PBMZ oder mit 96000 durch negative magnetische Separation isolierte T-Zellen eines gesunden Spenders für 6 
Tage bei 37°C inkubiert. Die Überstände wurden abgenommen, bei 4000 U/min. für 5 min. zentrifugiert und in 
ELISA-Experimenten auf IL-2, IFN-γ und IP-10 untersucht. 
Abkürzungen: Tu = MCF-7-Monolayer; E = PBMZ; V = bestrahlte MCF-7-Vakzine; V[(NDFL(x)] = 
virusinfizierte bestrahlte MCF-7-Vakzine ((x) = Virus) 
 
 
Es ist zu erkennen, dass die IL-2 Expression sowohl für PBMZ als auch für T-Zellen nahezu 
den selben Wert erreichen, was dafür spricht, dass das gemessene Signal durch die 
Vakzinezellen und nicht aufgrund von Aktivierungsprozessen bei den T-Zellen zustande 
kommt. Die fehlende IL-2 Ausschüttung durch die T-Zellen könnte auch die zuvor in Abb. 34 
gefundene geringe CD25-Expression erklären, da produziertes IL-2 autokrin die  
T-Zellen stimuliert (Smith, 1992) und so in Verbindung mit der Aktivierung zur 
Hochregulierung der IL-2-Rezeptor-α-Kette (CD25) führt.  
Die Expression des Chemokins IP-10 scheint hauptsächlich durch den Kontakt mit 
virusinfizierter Vakzine zustande zu kommen. Bei Gesamt-PBMZ scheinen keine großen 
Unterscheide zwischen NDFL(+), NDFL(GM-CSF) und NDFL(IL-2) infizierten 
Vakzinezellen zu bestehen. Verwendet man jedoch nur T-Zellen so ist klar zu erkennen, dass 
die Expression in der Reihe NDFL(+), NDFL(GM-CSF), NDFL(IL-2) ansteigt, wobei sich 
die beiden Erstgenannten kaum unterscheiden, die NDFL(IL-2)-Infektion jedoch etwa die 
fünffache Menge IP-10 induziert.  
0 0 2 1 1
9
2 0 0 0 0 1
41
10 0
15
40
14
6 15
4
97
0 0 2 2
20
11
2
29
0 0 1 0 0
54
7
0 0 0 0 0 0
54
5
0
0
100
200
Tu E
Tu
+E
Tu
+E
+V
Tu
+E
+V
[N
DF
L(+
)]
Tu
+E
+V
[N
DF
L(I
L-2
)]
Tu
+E
+V
[N
DF
L(G
M-
CS
F)] Tu E
Tu
+E
Tu
+E
+V
Tu
+E
+V
[N
DF
L(+
)]
Tu
+E
+V
[N
DF
L(I
L-2
)]
Tu
+E
+V
[N
DF
L(G
M-
CS
F)]
IF
N
- γγ γγ
/ I
P-
10
 [n
g/
m
l]
0
200
400
600
IL
-2
 [n
g/
m
l]
IFN-γ IP-10 IL-2
PBMC T-Zellen
4  Ergebnisse 
131 
Das durch die Virusinfektion gebildete IL-2 scheint also zu einer vermehrten Ausschüttung 
von IP-10 bei T-Zellen zu führen. Dies könnte zu einer verbesserten Migration von 
Immunzellen im vakzinierten Organismus führen und wäre bei ihrer Stimulation und beim 
Kampf gegen Tumorzellen ein großer Vorteil. Da die Expression bei PBMZ viel höher 
ausfällt als bei gereinigten T-Zellen, scheinen auch andere Subpopulationen der PBMZ IP-10 
auszuschütten. 
Dass es tatsächlich zu einer Aktivierung von T-Zellen im TNA kommt, zeigt die gemessene 
IFN-γ Produktion. Wie zuvor schon gezeigt, scheinen aber nur die mit NDFL(IL-2) infizierten 
Vakzinezellen in der Lage zu sein, die T-Zellen zur Ausschüttung dieses Zytokins zu bringen.  
NDFL(IL-2) infizierte Vakzinezellen haben also im Gegensatz zu NDFL(+)- und NDFL(GM-
CSF)-infizierten Vakzinezellen die Möglichkeit T-Zellen zu aktivieren und sie als weitere 
Subpopulation in die Generierung des Anti-Tumor-Effektes einzubeziehen.  
 
 
4.6.8 Verhalten von T-Zellen nach Stimulation mit NDFL(IL-2) im  
 autologen System 
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass nur NDFL(IL-2) infizierte Vakzine in der Lage ist T-
Zellen zu stimulieren, sollte im Hinblick auf die spätere Anwendung im Patienten getestet 
werden, ob dies auch in einem autologen System funktioniert. Dazu war es notwendig, 
sowohl Tumorzellen von Patienten als auch die dazu passenden autologen T-Zellen zu 
gewinnen. Um eine für die Experimente ausreichende Anzahl an Tumorzellen zu erhalten, 
mussten von primären Tumorzellen von HNO-Tumor-Patienten Zellkulturen angelegt 
werden. Dies geschah durch Dr. C. Herold-Mende in der Kopfklinik des 
Universitätsklinikums Heidelberg. Mit einer Erfolgsquote von 70-80% konnten so die 
erforderlichen Tumorzellen bereitgestellt werden. Über die Beschaffenheit des Tumors, das 
Stadium und die Lokalisation bei den vier untersuchten HNO-Patienten gibt Tabelle T3 
Auskunft. 
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Patient Lokalisation TNM Stadium Alter Geschlecht 
#278 Oropharynx T3/N0/M0 III 59 weiblich 
#280 Hypopharynx T2/N0/M0 II 63 weiblich 
#290 Larynx T3/N0/M0 III 74 männlich 
#292 CUP Tx/N2b/M0 IVa 72 männlich 
 
Tabelle T3 Lokalisation, TNM, Stadium, Alter und Geschlecht der vier im ELISpot untersuchten HNO-
Patienten. CUP = Cancer unknown primary; TNM: Ratifizierung von Tumor / Lymphknotenabsiedlung / 
Fernmetastasen von 0 = gering aufsteigend; Stadium von I = gering aufsteigend 
 
Für die Gewinnung der autologen T-Zellen wurden den Patienten während der Operation 
drainierende Lymphknoten entnommen, aus denen die T-Zellen später isoliert wurden.  
Nach kurzer Kultur der Tumorzellen wurden diese wie zuvor beschrieben mit Virus infiziert 
und als Vakzine eingesetzt. Die Lymphknotenzellen wurden magnetisch aufgereinigt und die 
gewonnenen T-Zellen als Responder- bzw. Effektorzellen verwendet. 
Die T-Zellen wurden auf einer mit anti-IFN-γ-Antikörper beschichteten ELISpot-Membran 
mit der Vakzine zusammen für 40 Stunden inkubiert und die Anzahl von IFN-γ 
sekretierenden T-Zellen mit Hilfe von passenden Zweitantikörpern und einer Substratreaktion 
in Form von blauen Punkten dokumentiert. Untersucht wurde die Reaktion der T-Zellen auf 
die Tumorzellen selbst und auf NDFL(+) und NDFL(IL-2) infizierte Vakzine. Um das 
Ausmaß der Aktivierung einschätzen zu können, wurde zudem die Reaktion auf NDFL(+) 
infizierte Vakzine, die mit bispezifischen Singlechain-Antikörpern der Form anti-HN/anti-
CD3 (242) und anti-HN/anti-CD28 (290) beladen wurde, getestet. Es wurden 0,06 µg 242 und 
0,12 µg 290 pro Loch eingesetzt (Maria Lulei, persönliche Mitteilung). Beide Konstrukte 
beinhalten wie die Fusionsproteine die Flag-Sequenz und das Konstrukt 242 zusätzlich die 
His6-Sequenz. 
U937 Zellen wurden als alternative Vakzinezellen zu den autologen Tumorzellen gewählt, um 
untersuchen  zu können, ob die Stimulation in einem autologen System besser funktioniert, 
als in einem heterologen System. Die Ergebnisse der vier verschiedenen Spender sind in Abb. 
38 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
4  Ergebnisse 
133 
Abb. 38 IFN-γ-ELISpots vier verschiedener HNO-Tumorpatienten (#278, #280, #290 und #292): Gereinigte 
Lymphknoten-T-Zellen des jeweiligen Spenders wurden auf einer mit anti-IFN-γ-Antikörper beschichteten 
ELISpot-Membran mit den aufgeführten Vakzinevarianten aus primären Tumorzellen der Spender für 40 
Stunden inkubiert. Als Kontrolle wurden die T-Zellen (von #278) mit denselben Vakzine-Varianten gewonnen 
aus U937 Zellen stimuliert. Nach Waschen wurde die Platte mit einem biotinylierten anti-IFN-γ-Antikörper 
anderer Spezifität und enzymgekoppeltem Streptavidin inkubiert. IFN-γ ausschüttende T-Zellen wurden in einer 
Substratreaktion in Form von blauen Punkten sichtbar gemacht.  
Abkürzungen: V = bestrahlte Vakzinezelle (autologer Spendertumor oder U937); V[(NDFL(x)] = virusinfizierte 
bestrahlte MCF-7-Vakzine ((x) = Virus) 
242: anti-HN/anti-CD3 single chain Antikörper mit 0,06 µg pro Loch  
290: anti-HN/anti-CD28 single chain Antikörper mit 0,12 µg pro Loch 
 
Rot eingerahmt sind die T-Zell-Gruppen, die mit V[NDFL(IL-2)] und V[NDFL(IL-2)]+ 290 
stimuliert wurden und auf denen das Hauptaugenmerk lag. 
Wie zu erkennen ist, werden die T-Zellen durch die Inkubation mit NDFL(+) infizierter 
Vakzine, die mit beiden bispezifischen Antikörpern beladen wurde, am stärksten aktiviert.  
Darauf folgt in der Intensität die Stimulation mit NDFL(+) infizierter Vakzine und anti-
HN/anti-CD3-Konstrukt (242). Überraschender Weise ist die Stimulation durch  
V[NDFL(IL-2)] + anti-HN/anti-CD28 (290) fast genauso stark wie die durch das anti-CD3-
Konstrukt und in jedem Falle stärker als die Stimulation mit anti-CD28-Konstrukt allein. Das 
Ergebnis von NDFL(IL-2) infizierter Vakzine befindet sich in etwa im Bereich der 
#278 #280 #290 #292 U-937
1
2
3
4
5
6
7
8
9
(1) V (2) V[NDFL(+)] (3) V[NDFL(+)]+242 (4) V [NDFL(+)]+ 290
(5) V[NDFL(+)]+ 242, 290  (6) V[NDFL(IL-2)] (7) V [NDFL(IL-2)]+ 290
(8) T-Zellen allein (9) ConA
Vakzine-Zelllinie
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letztgenannten Kombination V[NDFL(+)] + 290. Damit ist gezeigt, dass das durch die 
Vakzine exprimierte IL-2 einen zusätzlichen stimulativen Effekt besitzt. 
Um einen Eindruck von den ungefähren Verhältnissen der Punktanzahlen zu erhalten, wurden 
sie mit einem Zeissmikroskop und KS-ELISpot Software gezählt. Das Ergebnis ist in Abb. 39 
dargestellt. 
Abb. 39 Auswertung der IFN-γ-Punktanzahlen der Stimulation von Lymphknoten-T-Zellen mit autologen 
Tumorzellen als Vakzine mittels Mikroskop und KS-ELISpot Software. Vakzinevarianten wie in der Abbildung 
vermerkt. Mittelwerte sind als horizontale Linie eingezeichnet. *p < 0,09 ; **p < 0,12 
Abkürzungen: V = bestrahlte Vakzinezelle (autologer Spendertumor); V[(NDFL(x)] = virusinfizierte bestrahlte 
MCF-7-Vakzine ((x) = Virus); 242 = anti-HN/anti-CD3; 290 = anti-HN/anti-CD28 
 
Es zeigt sich, dass die Stimulation durch NDFL(IL-2) im Durchschnitt etwas besser 
funktioniert als durch das anti-HN/anti-CD28-Konstrukt. Kombiniert man die beiden ko-
stimulatorischen Signale durch NDFL(IL-2) und anti-HN/anti-CD28, so kommt ein Signal 
zustande, dass im Durchschnitt stärker ist als das des anti-HN/anti-CD3-Konstruktes. 
Im Gegensatz zu NDFL(+) allein ist NDFL(IL-2) also auch im autologen System in der Lage 
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T-Zellen zu stimulieren. Da innerhalb der kurzen Inkubationszeit von 40 Stunden keine 
Aktivierung naiver T-Zellen wahrscheinlich ist (vgl. auch Abb. 34), sind die gemessenen 
IFN-γ Punkte vermutlich auf  Gedächtnis-T-Zellen zurückzuführen, deren Reaktionszeit 
aufgrund ihrer vorherigen Aktivierung sehr viel kürzer ist.  
Die Unterschiede zwischen der Stimulation mit NDFL(+) und anderen Stimulationsarten 
zeigen allerdings nur bei der Zugabe von 242 oder 242 + 290 annähernd gute Signifikanzen. 
Sie liegen bei p < 0,06 für 242 + 290 und bei p < 0,09 für 242 allein. Für die Verwendung von 
NDFL(IL-2) + 290 (p < 0,12) und NDFL(IL-2) allein (p < 0,33) werden genau wie für die 
Zugabe von 290 allein (p < 0,26) schlechtere Signifikanzen erreicht. Allerdings werden 
aufgrund der softwaregestützten Erfassung nicht alle Punkte erfasst, was besonders bei hohen 
Punktzahlen stärker ins Gewicht fällt und die Signifikanzen verschlechtert. Dazu kommt, dass 
die Datenlage von vier Patienten nicht ausreichend ist, um Signifikanzen festzustellen und es 
deshalb erforderlich ist, die untersuchte Patientenzahl zu erhöhen, so dass diese Daten nur 
vorläufigen Charakter haben. 
Wie die letzte Spalte in Abb. 38 zeigt, tritt eine Stimulation mit Hilfe derselben Vakzine-
Komponenten, die aus U937 Zellen generiert wurden, nicht auf. Somit scheint die 
Verwendung autologer Tumorzellen für die Vakzinierung und die Aktivierung der 
existierenden Memory-T-Zellen von entscheidender Bedeutung zu sein. 
Um ausschließen zu können, dass das Fehlen von Effekten bei U937 durch eine geringere 
Oberfläche, schlechtere Infizierbarkeit oder schlechtere Bindung der Konstrukte oder 
Veränderungen in der Antigenpräsentation der Zellen zustande kommt, wurden diese 
Parameter untersucht und sind in Abb. 40 dargestellt. Abb. 40 A zeigt die Stärke der Infektion 
von U937 Zellen nach Inkubation mit NDFL(+), gefärbt mit Antikörpern gegen HN- und F-
Protein. Außerdem ist die Bindung der Konstrukte über anti-Flag-Antikörper dargestellt. Die 
Infektion der U937 Zellen wurde mit der von primären Tumorzellen des Spenders #278 
verglichen und zeigt, dass U937 Zellen besser infizierbar sind als die autologen Tumorzellen 
und dass dementsprechend auch die bispezifischen Antikörper besser binden können.  
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Abb.40 (A) Infektion von U937 Zellen im Vergleich zu primären Tumorzellen von Patient #278. Nach 
Modifikation mit 100HU NDFL(+) pro 1x107 Zellen wurden die Zellen mit anti-HN/anti-CD3- (242) oder anti-
HN/anti-CD28-Konstrukten (290) und anschließend mit Erstantikörpern gegen die Flag-Sequenz bzw. gegen das 
HN- oder F-Protein inkubiert. Mit einem PE markierten anti-Maus-Zweitantikörper wurden die Zellen für die 
FACS-Analyse vorbereitet (ZαM-PE). (B) IFN-γ-ELISpot mit T-Zellen eines gesunden Spenders stimuliert mit 
verschiedenen Verhältnissen U937 Zellen, die mit NDFL(+) infiziert und mit 0,06 µg αHN/αCD3 (242) und 
0,12 µg αHN/αCD28 (290) beladen waren. Als Vergleich dazu wurden T-Zellen im normalen ELISpot-
Verhältnis von 1:10  (Vakzinezelle (VZ) : T-Zelle (TZ)) mit MCF-7 Zellen stimuliert, die gleich behandelt 
waren. (C) FACS-Analyse von U937 Zellen mit Antikörpern gegen HLA Klasse I- und HLA Klasse II 
 
 
Abb. 40 B zeigt T-Zellen eines gesunden Spenders in einem IFN-γ-ELISpot-Assay mit 
verschiedenen Verhältnissen U937 Zellen, die mit NDFL(+) infiziert und mit 0,06 µg 
αHN/αCD3 (242) und 0,12 µg αHN/αCD28 (290) beladen waren. Die verwendeten 
Mengenangaben stammen aus einer weiteren Doktorarbeit (Maria Lulei, persönliche 
Mitteilung). Als Vergleich dazu wurden die T-Zellen im normalen ELISpot-Verhältnis von 
1:10  (Vakzinezelle : T-Zelle) mit MCF-7 Zellen stimuliert, die gleich behandelt waren.  
Wie zu erkennen ist, zeigen U937 auch bei geringerer Oberfläche dieselben stimulativen 
Eigenschaften wie größere Zellen, in diesem Fall MCF-7.  
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Abb. 40 C zeigt, dass U937, wie andere Zellen auch, nur HLA Klasse I- und nicht HLA 
Klasse II-Moleküle exprimieren, so dass auch auf diesem Wege keine Anomalien in der 
Stimulationsfähigkeit auftreten können. 
Es scheint also, als ob die autologen Tumorzellen als Vakzine um ein Vielfaches besser für 
die Aktivierung des patienteneigenen Immunsystems geeignet sind als heterologe Zellen. 
 
 
4.6.9 Plasmazytoide Dendritische Zellen (PDZ) und ihre Rolle im Bezug auf 
den Anti-Tumor-Effekt 
 
Nachdem bisher gezeigt werden konnte, dass T-Zellen nach Stimulation mit NDFL(IL-2) 
infizierter Vakzine Interferon-γ ausschütten, sollte nun untersucht werden, ob  
Interferon-α als wichtiger Botenstoff des Immunsystems ebenfalls eine Rolle spielt. 
Dazu wurden die Überstände eines TNA mit 14000 Monolayerzellen, 24000 mit 200 Gy 
bestrahlten MCF-7 Zellen, die mit  NDFL(+), NDFL(GM-CSF) oder NDFL(IL-2) modifiziert 
waren, und entweder 96000 PBMZ oder magnetisch separierten T-Zellen pro Loch, 
untersucht. Als Stimulationskontrolle für die T-Zellen wurden αCD3/αCD28-Magnetpartikel 
(Beads) verwendet. Die Überstände wurden am dritten bzw. sechsten Tag nach Beginn des 
TNA abgenommen, bei 4000 U/min. für fünf Minuten von Zellresten befreit und in einem 
ELISA spezifisch für IFN-α analysiert. 
Wie in Abb. 41 zu erkennen ist, zeigen die T-Zellen zu keinem Zeitpunkt eine gesteigerte 
IFN-α Produktion. Ganz im Gegensatz dazu produzieren PBMZ bereits nach drei Tagen 
große Mengen des Zytokins, wenn sie mit virusinfizierter Vakzine inkubiert wurden.  
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Abb. 41 Überstände eines TNA, der 14000 Monolayerzellen, 24000 mit 200 Gy bestrahlte MCF-7 Zellen, 
die mit  NDFL(+), NDFL(GM-CSF) oder NDFL(IL-2) modifiziert waren, und entweder 96000 PBMZ oder 
magnetisch separierte T-Zellen pro Loch enthielt, wurden nach drei bzw. sechs Tagen abgenommen, bei 4000 
U/min. für fünf Minuten zentrifugiert und in einem ELISA spezifisch für IFN-α analysiert. Abkürzungen: Tu = 
MCF-7-Monolayer; E = PBMZ, T-Zellen; V = bestrahlte MCF-7-Vakzine; V[(NDFL(x)] = virusinfizierte 
bestrahlte MCF-7-Vakzine ((x) = Virus) 
 
 
Die Expression der therapeutischen Gene scheint auch hierbei von Vorteil zu sein, da die 
IFN-α Expression für die Stimulation mit NDFL(GM-CSF) und NDFL(IL-2) infizierten 
Vakzinezellen etwas über der der Wildtypvirus-Vakzine liegt. 
In den PBMZ des TNA existieren also Zellen, die in der Lage sind, auf virusinfizierte 
Vakzine mit der Ausschüttung von IFN-α zu reagieren. 
Es sollte nun untersucht werden, welche Zellpopulation dafür verantwortlich ist. In den Fokus 
der Untersuchung kam dabei eine Untergruppe der Dendritischen Zellen, die sogenannten 
plasmazytoiden Dendritischen Zellen (PDZ). Sie sind über viele Marker, wie z.B. CD123, 
CD45RA, CD4 oder HLA Klasse II definiert, besonders interessant sind jedoch BDCA-2 und 
BDCA-4, die beide zusammen nur auf den PDZ exprimiert werden und somit eine leichtere 
Identifikation erlauben als alle anderen Marker. Um zu beweisen, dass diese Gruppe den 
Hauptanteil des gemessenen IFN-α produziert, sollten die Zellen, die nur mit einer Frequenz 
von weniger als 1% in den PBMZ vertreten sind (McKenna et al., 2005), isoliert werden. 
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Abb. 42 (A) PBMZ aus 500 ml Blut eines gesunden Spenders wurden mit FITC markiertem anti-CD123-, 
PE markiertem anti-BDCA-4- und APC markiertem anti-BDCA-2 Antikörper gefärbt. Die Zellen wurden dann 
mittels eines Zellsortierers in CD123-/BDCA-4--, CD123+/BDCA-4-- und CD123+/BDCA-4+-Zellen aufgetrennt.    
Gezeigt ist die Expression von BDCA-2 und damit die Existenz von PDZ in den sortierten Fraktionen.  
(B) IFN-α Produktion in den einzelnen Fraktionen nach Inkubation von 5x103 Zellen jeder Fraktion mit 8 HU 
NDV für 16 Stunden bei 37°C. Die Überstände wurden bei 4000 U/min. zentrifugiert und in einem IFN-α 
spezifischen ELISA analysiert. 
 
 
 
Aus 500 ml Blut eines gesunden Spenders wurden dazu die PBMZ über Ficollgradienten 
aufgereinigt und mit FITC markiertem anti-CD123-, PE markiertem anti-BDCA-4- und APC 
markiertem anti-BDCA-2 Antikörper gefärbt. Die Zellen wurden dann mittels eines 
Zellsortierers in CD123-/BDCA-4--, CD123+/BDCA-4-- und CD123+/BDCA-4+-Zellen 
aufgetrennt.    
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Anschließend wurde die Expression von BDCA-2 in den sortierten Fraktionen überprüft. Das 
Ergebnis ist in Abb. 42 A dargestellt. Nur die CD123+/BDCA-4+ doppelpositive Fraktion war 
auch positiv für BDCA-2 und enthielt somit plasmazytoide Dendritische Zellen.  
Nun sollte anhand dieser Zellpräparationen getestet werden, welche der Fraktionen bei 
Virusstimulation IFN-α produziert. Dazu wurden 5x103 Zellen jeder Fraktion pro Loch 
ausgesät und mit 8 HU NDV für 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die 
Überstände bei 4000 U/min. zentrifugiert und in einem IFN-α spezifischen ELISA analysiert. 
Abb. 42 B zeigt die Expression des Zytokins in den Fraktionen und in den Gesamt PBMZ. 
Eine durch NDV induzierte Produktion ist nur in der mit R2 bezeichneten Fraktion der 
CD123+/BDCA-4+/BDCA-2+-PDZ zu erkennen. Diese kleine Subpopulation scheint also für 
fast die gesamte IFN-α Produktion im TNA verantwortlich zu sein. Da das Zytokin z.B. 
verantwortlich für Monozyten- und Makrophagen-Aktivierung ist, leisten die PDZ also einen 
indirekten Beitrag zum Anti-Tumor-Effekt. 
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5  Diskussion 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wie man mit Hilfe von tumorselektiven Viren 
gegen einen Tumor vorgehen kann. Dabei steht als Ziel die Anwendung der Ergebnisse im 
Kontext einer Therapie im Vordergrund. Zunächst soll das Konzept der hier verfolgten 
Methode einer Virus-modifizierten autologen Tumorvakzine diskutiert werden. 
 
 
5.1.1 Strategien zur Tumorbekämpfung 
 
Fortschritte in der zellulären und molekularen Immunologie haben dazu geführt, dass 
unterschiedliche Strategien zur Erzeugung von Anti-Tumor-Antworten bei Krebspatienten 
entwickelt wurden. Eine Variante ist dabei die in dieser Arbeit vorgestellte aktiv spezifische 
Immuntherapie (ASI), die sich der Vakzinierung mit intakten bestrahlten Tumorzellen 
bedient. Aber auch die Vakzinierung mit reiner DNA (Prud'homme, 2005), oder mit 
Dendritischen Zellen, die mit synthetischen Tumorantigenen oder -Peptiden beladen wurden 
(Holtl et al., 1999) sowie die adoptive Immuntherapie (Melief and Kast, 1995), in der in vitro 
aktivierte T-Zellen in der Patiententherapie verwendet werden, erscheinen 
erfolgversprechend. 
Um eine T-Zell vermittelte Anti-Tumor-Aktivität zu erzeugen, müssen die T-Zellen durch 
professionelle Antigen präsentierende Zellen (APZ) aktiviert werden, die sowohl das 
tumorassoziierte Antigen (TAA) als Peptid über MHC-Komplexe als auch zusätzliche ko-
stimulatorische Signale bereitstellen müssen (Ackerman and Cresswell, 2004). Die dadurch 
aktivierten T-Zellen sind dann in der Lage, denselben Peptid:MHC-Komplex auf Tumorzellen 
zu erkennen und die betreffende Zelle zu zerstören. Als Antigene kommen dabei sowohl 
häufige TAA, die z.B. durch Überexpression oder exklusive Expression in bestimmten 
Geweben als auch einzigartige TAA, die z.B. durch Mutationen oder verändertes Spleißen 
entstanden sind, in Frage. Viele TAA sind körpereigene Antigene (Kawakami et al., 2004).  
Um eine gezielte T-Zell-Antwort auf den Tumor zu richten, muss es einer Vakzine gelingen 
TAA dem Immunsystem so zu präsentieren, dass eine möglichst effektive Immunantwort 
zustande kommt. 
Viele Tumorantigene sind nicht in der Lage starke Antworten zu induzieren. Dies hat unter 
anderem damit zu tun, dass eine Vielzahl der TAA körpereigene Proteine sind, für die nach 
der Selektionierung im Thymus keine hochaffinen T-Zellen mehr existieren (Starr et al., 
2003). Für Tumorantigene, die durch Veränderungen körpereigener Proteine hervorgegangen 
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sind, ist die Induktion von hochaffinen T-Zellen jedoch möglich. Faktoren wie eine hohe 
Verdichtung des Tumors (Ochsenbein et al., 1999) oder die Abschirmung des Tumors durch 
das Stroma (Spiotto et al., 2002) führen jedoch dazu, dass der Tumor durch Immunzellen nur 
schwer infiltrierbar ist, wodurch nur geringe Mengen an Tumormaterial freigesetzt werden, 
die zu einer Immunantwort führen können. Aufgrund der geringen Konzentrationen der 
Tumorantigene kommt es häufig zu Ignoranz und zur Unterdrückung einer Immunantwort 
durch das Immunsystem (Spiotto et al., 2002). Daher kommen trotz vorhandener 
Immunogenität oft nur schwache Immunantworten gegen einen Tumor zustande. 
Tumorantigene werden unter normalen Bedingungen durch Dendritische Zellen präsentiert, 
die unreif und in der Regel nicht aktiviert sind. Dieser Prozess führt zur Induktion von 
Toleranz in den tumorspezifischen T-Zellen (Ohlen et al., 2002; Dhodapkar et al., 1999; 
Schuler and Steinman, 1997). Daher ist es nötig bei der Vakzinierung gegen Tumoren dafür 
zu sorgen, dass sie in einem Milieu stattfindet, das zur Reifung und Aktivierung von 
Dendritischen Zellen führt. Erreicht wird dies bei direkten Vakzinierungen mit Zellen, DNA 
oder Peptiden oft durch die zusätzliche Gabe von Adjuvantien wie Agonisten für TLR-
Rezeptoren, TNF-Proteine oder auch Viren (Schnare et al., 2001; Trevejo et al., 2001; Vance, 
2000). Bei der Vakzinierung mit in vitro generierten und beladenen Dendritischen Zellen und 
der adoptiven Immuntherapie werden die beteiligten Dendritischen Zellen in vitro 
voraktiviert, um einer Toleranzinduktion vorzubeugen. 
Strategien, die bei der Induktion der Immunantwort hauptsächlich auf ein bestimmtes 
Tumorantigen setzen haben den Nachteil, dass zunächst ein möglichst gutes TAA für jeden 
Tumor individuell herausgefunden werden muss. Ein weiterer Nachteil der Immunisierung 
mit nur einem TAA liegt in der Heterogenität der Tumorzellpopulation begründet. 
Die Zellen eines Tumors machen während ihrer Entwicklung und ihres Wachstums innerhalb 
des Zellverbandes viele individuelle Veränderungen durch, was dazu führt, dass die 
Zellpopulation immer heterogener wird, je größer der Tumor ist. Diese Heterogenität bezieht 
auch die Antigene des Tumors mit ein. Generiert die Vakzine nun eine Immunantwort gegen 
ein bestimmtes TAA, so können nahezu alle Tumorzellen, die dieses TAA exprimieren, durch 
das Immunsystem zerstört werden. Tumorzellen sind allerdings in der Lage sich genetisch 
oder auch epigenetisch zu verändern und da sich die Zellen ungebremst teilen, wird dieser 
evolutionäre Prozess beschleunigt. Betrachtet man nun die Gesamtheit eines Tumors, der aus 
vielen Millionen Zellen bestehen kann, so reicht es aus, dass es einer dieser Zellen gelingt, 
das Tumorantigen, mit dem vakziniert wurde, dem Präsentationsprozess zu entziehen, um 
gegen die Immunisierung mit dem TAA resistent zu werden. 
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Die Veränderungen, mit denen sich der Tumor einer Immunantwort entziehen kann, sind 
dabei sehr vielfältig. Sie können z.B. eine Verminderung der Expression von MHC-
Molekülen (Algarra et al., 2004), ko-stimulatorischen Molekülen oder eine Unterbrechung 
des Prozessierungs- oder Präsentationskreislaufs  beinhalten (Ahmad et al., 2004; Algarra et 
al., 2004; Muller et al., 2002). Tumoren können sich der Immunantwort aber auch durch die 
Expression von Zytokinen wie IL-10, die die Aktivierung von Dendritischen Zellen behindern 
oder durch Apoptose induzierende Liganden wie Fas-L entziehen (Koyama et al., 2001; 
Buzyn et al., 1999). 
Eine Vakzinierung mit mehreren oder besser gleich allen TAA eines Patienten-eigenen 
Tumors kann dieses Risiko vermindern, denn mit jedem zusätzlichen TAA sinkt die 
Wahrscheinlichkeit, dass der Tumor gleichzeitig gegen alle TAA spezifischen 
Immunantworten resistent wird. 
Der Vorteil einer Vakzine, die aus der gesamten Tumorzelle eines Patienten gewonnen wird 
liegt also darin, dass das komplette Repertoir der TAA und der sonstigen Eigenschaften dieses 
Tumors eingesetzt werden, um das Immunsystem zu stimulieren. Für den Patienten sollte so 
der größtmögliche therapeutische Nutzen zu erzielen sein. 
Diese Vorteile werden, im Gegensatz zu Therapien mit einzelnen TAA, in Ansätzen genutzt, 
die in vitro generierte Dendritische Zellen mit kompletten Tumorlysaten beladen (Beckhove 
et al., 2004), oder, wie in dieser Arbeit auch, mit intakten Tumorzellen vakzinieren. Durch die 
zusätzliche Verwendung von Adjuvantien, wie Viren oder Zytokinen ist eine weitere 
Verbesserung der Immunisierung zu erwarten. 
Da Tumorzellen neben TAA auch Nicht-TAA-Proteine enthalten, besteht bei der 
Vakzinierung ein gewisses Risiko, Auto-Immunreaktionen zu erzeugen. Schafft man es nun 
durch Adjuvantien eine gesteigerte Immunantwort gegen die TAA der Vakzine zu erzeugen, 
so steigt auch das Risiko, dass eine Immunantwort gegen ein körpereigenes Antigen generiert 
wird, was unter Umständen zu einer Autoimmunerkrankung führen kann (Turk et al., 2002). 
Wenn es gelingt durch Vakzinierung das körpereigene Immunsystem so zu aktivieren, dass es 
selbst gegen den Tumor vorgehen kann, so führt dies zu einer spezifischen und sehr 
effektiven Bekämpfung des Tumors und zur Bildung eines immunologischen Gedächtnisses, 
das es ermöglicht auch später nochmals auftretende Tumorzellen aus z.B. Metastasen 
wiederzuerkennen und so den Körper dauerhaft gegen den Tumor zu schützen. In dieser 
Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit NDFL(IL-2) infizierte Patienten-eigene Tumorzellen 
als Vakzinezellen in der Lage sind, drainierende Lymphknoten T-Zellen von Patienten zu 
stimulieren. Dies bietet die Möglichkeit ein spezifisches Memory gegen bestimmte TAA zu 
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generieren oder zu reaktivieren. Des weiteren konnte dargestellt werden, dass diese 
Vakzinezellen die Fähigkeit besitzen bereits bestehende Memoryzellen gezielt zu aktivieren 
und so gegen den Tumor zu mobilisieren. 
 
5.1.2 Virale Onkolyse 
 
Die Zerstörung von Tumorzellen durch Virusbefall spielt eine bedeutsame Rolle bei der 
Generierung von zytotoxischen Immunantworten. Lysate von virusinfizierten Tumorzellen 
sind starke Induktoren solcher Antworten (Heicappell et al., 1986). Der Umstand, dass Viren 
in der Lage sind Tumorzellen zu zerstören hat aber auch direkt Eingang in die Tumortherapie 
gefunden. 
Viele Viren, wie z.B. das Reovirus oder das Vesiculostomatitis Virus sind natürliche 
Virenstämme, die sich effizienter in Tumorzellen replizieren können als in normalen 
Körperzellen. Bei Tumorzellen führt die Infektion zu deren Zerstörung, weshalb der Prozess 
auch als virale Onkolyse bezeichnet werden. Auch vom Newcastle Disease Virus existieren 
Stämme wie PV701 oder MTH68, die onkolytische Wirkung haben und in der Therapie 
eingesetzt werden (Csatary et al., 2004; Pecora et al., 2002). Ihre Tumorselektivität liegt 
hauptsächlich darin begründet, dass viele Tumoren Defekte in der interferonbasierten 
antiviralen Resistenz aufweisen (Samuel, 1998; Wong et al., 1997; Colamonici et al., 1992). 
Im Gegensatz zu NDV müssen viele andere therapeutisch eingesetzte Viren, wie z.B. 
Adenoviren oder Herpes simplex virus (HSV) Typ 1, genetisch modifiziert werden, um 
selektiv onkolytisch wirksam zu sein. Studien zeigen, dass die eingesetzten Viren dieser Arten 
für Patienten relativ ungefährlich sind, dann aber eine hohe Tumorselektivität aufweisen 
(Pecora et al., 2002; Markert et al., 2000; Khuri et al., 2000). Selektivität wird dabei 
hauptsächlich während der Infektion oder der Replikation erzielt. Selektive Infektion kann 
über virale Oberflächenmoleküle erzeugt werden, die so modifiziert werden, dass sie gezielt 
Strukturen auf der Tumoroberfläche erkennen. Dieser Ansatz wird oft bei Adenovirus 
basierten onkolytischen Viren angewendet. Die normale Bindung erfolgt über Rezeptoren, die 
auf verschiedensten Zellen exprimiert werden, auf Tumorzellen aber oft nicht mehr 
vorhanden sind (Li et al., 1999; Bergelson et al., 1997). Um dieses Problem zu umgehen, 
werden bispezifische Antikörper eingesetzt, um das Virus mit einem tumorspezifischen 
Oberflächenmolekül zu vernetzen (van der Poel et al., 2002; Hemminki et al., 2001). Auch für 
das in dieser Arbeit verwendete Newcastle Disease Virus existieren Ansätze das Virus auf 
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diese Weise onkolytisch nutzbar zu machen und es zeigen sich erste Erfolge (Bian et al., 
2005). 
Eine andere Strategie wird oft für Viren mit komplexerer Infektion verwendet. Man verändert 
dabei die viralen Gene so, dass Replikation nur unter Tumorzellbedingungen stattfinden kann. 
Ein Beispiel ist der Tumorsuppressor p53. Virusinfektion induziert p53, was die Apoptose der 
infizierten Zelle einleitet. Manche adenoviralen Proteine blockieren p53 und erlauben so die 
Replikation in vielen Zellen (Yew and Berk, 1992). Um Replikation in normalen Zellen zu 
verhindern modifiziert man diese blockierenden Proteine so, dass sie nicht mehr inhibierend 
wirken können. Man erhält ein Virus, dass sich selektiv in Tumoren repliziert, die genetische 
Defekte in der p53 Signalkaskade aufweisen (Ries et al., 2000; Bischoff et al., 1996). 
Tumorselektivität wird so auf Replikationsebene erzeugt. Allerdings bringt der Eingriff in das 
Virusgenom auch Nachteile mit sich. So wird zwar eine höhere Selektivität erzielt, dass Virus 
zeigt aber oft eine geringere Replikationskompetenz und eine schwächere onkolytische 
Wirkung (Ramachandra et al., 2001; Harada and Berk, 1999). Auch das Risiko, dass neben 
den eingefügten Mutationen weitere auftreten können, die entweder den Effekt der erzeugten 
Mutation wieder aufheben, oder das Virus nachteilig für den Patienten verändern, ist immer 
gegeben (He et al., 1997). 
Hier haben natürliche Viren wie z.B. das Reovirus oder das Vesiculostomatitis Virus klare 
Vorteile, da ihr Genom noch unverändert ist. Viren wie z.B. NDV, die aus gänzlich anderen 
Organismen stammen haben dazu noch den Vorteil, dass sie sich durch Mutation kaum an den 
Patienten adaptieren und so schädigend auf den speziesfremden Wirt Mensch wirken können. 
Neben der direkten Anwendung onkolytischer Virenstämme gegen den Tumor mit der 
primären Zielsetzung der Tumorzerstörung finden aber auch nicht lytische Virenstämme, wie 
die in dieser Arbeit verwendeten NDV Stämme Ulster und LaSota Verwendung. Dazu 
wurden virale Vakzinierungs-Strategien entwickelt, die zunächst der Stimulation des 
Immunsystems dienen, um mit dessen Hilfe gezielt und vor allem nachhaltig gegen den 
Tumor vorzugehen.  
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5.2 Anti-Tumor-Effekt durch NDV infizierte Vakzinezellen 
 
Um das Immunsystem gegen den gewachsenen Tumor aktivieren zu können muss zunächst 
grundsätzlich verstanden werden, welche Mechanismen für die Erkennung und Bekämpfung 
des Tumors verantwortlich sind, um dann gezielte Vakzinierungsstrategien zu entwickeln, die 
die Immunantwort so effektiv wie möglich ausfallen lassen.  
Damit das Immunsystem gegen Tumorzellen vorgehen kann, müssen Mechanismen in Gang 
gesetzt werden, die eine Tumorzelle zerstören können. Viele dieser Mechanismen sind 
zellulär vermittelt.  
Mit Hilfe der in dieser Arbeit vorgestellten Vakzinierungsstrategie sollte eine verstärkte 
zelluläre zytotoxische Immunantwort herbeigeführt werden. Hierbei sollten hauptsächlich T-
Zellen die Zerstörung der Tumorzellen vermitteln. Aber auch NK-Zellen sind daran beteiligt. 
Zelluläre immunologische Antworten sind weitaus effektiver, wenn es um die Zerstörung von 
intrazellulären Pathogenen wie Viren oder Bakterien oder auch von Tumorzellen geht. 
Deshalb wird versucht, bei der Entwicklung von Vakzinierungsstrategien, die zellulär 
vermittelte zytotoxische Antworten gegenüber humoralen Antworten zu bevorzugen. Auch 
die in dieser Arbeit verwendete Strategie zielt darauf ab, zellulär vermittelte zytotoxische 
Antworten zu generieren, weil diese zusätzlich den Vorteil einer möglichen langanhaltenden 
Protektion durch Gedächtnis-T-Zellen aufweisen. 
 
 
5.2.1 Vergleich von NDFL(+) mit dem bisher für Vakzinierungen  
 eingesetzten NDV Stamm Ulster 
 
Die in dieser Arbeit untersuchte Vakzinierungsstrategie basiert auf Arbeiten, die zuvor mit 
dem NDV Stamm Ulster durchgeführt wurden. Dabei werden zur Stimulation von 
Immunantworten gegen einen Primärtumor oder dessen Metastasen bestrahlte NDV infizierte 
Tumorzellen verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass die Infektion von Tumorzellen durch 
aktiven NDV Virus, nicht aber durch inaktivierte Viruspartikel, zur Expression von Typ-I 
Interferonen, IP-10 und RANTES führt, was zur Verbesserung einer T-Zell vermittelten 
Immunantwort beiträgt (von Hoegen, 1995; von Hoegen et al., 1990; Schall et al., 1990; 
Kaplan et al., 1987). Außerdem erhöht sich die Oberflächendichte von antigenpräsentierenden 
Molekülen wie HLA-ABC oder HLA-DR und von Zelladhäsionsmolekülen wie ICAM-1 
(Washburn and Schirrmacher, 2002). Diese Moleküle sind entscheidend für Interaktionen von 
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T-Zellen mit antigenpräsentierenden Zellen (Hicklin et al., 1999; Schlom and Hodge, 1999), 
so dass insgesamt eine Vakzinierung mit NDV infizierten Tumorzellen zu einer besseren 
Aktivierung von T-Zellen und zu einer gesteigerten antitumoralen Zytotoxizität führt 
(Termeer et al., 2000; von Hoegen et al., 1988). In Tiermodellen konnte ein T-Zell basierter 
anti-metastatischer Effekt beobachtet werden, wenn die Vakzine postoperativ appliziert wurde 
(von Hoegen et al., 1988). Die Anwendung der Vakzine bestehend aus operativ gewonnenen 
autologen Tumorzellen und der ex vivo Virusinfektion (Ahlert et al., 1997) bei Patienten 
zeigte in verschiedenen Studien therapeutischen Erfolg (Schirrmacher, 2004; Ahlert et al., 
1997). 
Es sollte nun untersucht werden, ob das in dieser Arbeit rekombinant veränderte und 
angewendete NDV LaSota Wildtypvirus (NDFL(+)) ähnliche Eigenschaften besitzt, wie das 
verwandte NDV Ulster und welche immunstimulatorischen Fähigkeiten mit diesem Virus 
verbunden sind.  
Dazu wurde zunächst untersucht, ob sich die beiden Viren in ihrem Bindungs- und 
Replikationsverhalten voneinander unterscheiden. In der Analyse des kinetischen Verlaufs 
von viralen Oberflächenmolekülen während der Infektion von verschiedenen Tumorzelllinien 
konnte gezeigt werden, dass es kaum Unterschiede zwischen den beiden Viren gibt. NDV 
Ulster besitzt eine natürliche Tumorselektivität (Schirrmacher et al., 1999; Reichard et al., 
1992) ohne nichttransformierte Zellen zu befallen (Schirrmacher et al., 1999), so dass es 
kaum Nebenwirkungen für den Patienten gibt (Schirrmacher et al., 1998). Außerdem 
repliziert es sich nur monozyklisch. Dies konnte für das LaSota Virus ebenfalls durch FACS- 
und Fluoreszenz-Analysen bestätigt werden, so dass die generellen Eigenschaften der Viren 
keine Unterschiede aufweisen.  
Allerdings zeigten sich Unterschiede, was die stimulativen Fähigkeiten von NDV Ulster und 
NDV LaSota infizierten Tumorzellen betrifft. Beim Vergleich der antitumoralen Wirkung der 
beiden Viren in vitro konnte festgestellt werden, dass NDV LaSota als Vakzine das 
Wachstum eines Tumors etwas stärker inhibiert als NDV Ulster. 
Dies könnte mit der gemessenen gesteigerten Induktion von Apoptose in den infizierten 
Tumorzellen in Zusammenhang stehen, da auf diese Weise vermehrt Tumormaterial und 
Gefahrensignale freigesetzt werden, die antivirale Antworten, wie z.B. 
Interferonausschüttung, auslösen.  
Somit konnte nachgewiesen werden, dass die NDFL(+) infizierte Vakzine im Vergleich zur 
NDV infizierten Vakzine in vitro verbesserte antitumorale Fähigkeiten besitzt. Dieser Befund 
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legt nahe, dass NDFL(+) bei der Immunisierung gegen Tumoren und Metastasen ähnlich 
erfolgreich oder gar erfolgreicher sein könnte als der Stamm Ulster.  
 
 
5.2.2 Apoptoseinduktion in Tumorzellen und Einfluss auf eine  
 antitumorale Immunantwort 
 
Das Wildtypvirus NDV LaSota und die auf seiner Basis hergestellten rekombinanten Viren 
NDFL(IL-2) und NDFL(GM-CSF), induzierten etwa dreimal mehr Apoptose in den 
infizierten Tumorzellen als der Stamm Ulster. 
Dabei waren die frühen apoptotischen Ereignisse, die durch Apo2.7-Expression 
gekennzeichnet waren (Koester et al., 1997), ebenso erhöht, wie die späten Ereignisse, wie 
Zellkernfragmentierung (Kerr et al., 1972). Diese erhöhte Apoptoserate in den zur 
Vakzinierung eingesetzten Tumorzellen kann zwar die Verweildauer der Lebendzell-Vakzine 
an der Vakzinierungsstelle etwas verringern, sollte aber zu keiner nennenswerten 
Verschlechterung des Vakzinierungsergebnisses führen. Dies liegt darin begründet, dass die 
entscheidenden Schritte einer immunologischen Antwort bei der Vakzinierung in vitro 
innerhalb der ersten Stunden stattfinden und die Induktion von DTH (delayed-type 
hypersensitivity ) T-Zellantworten in vivo zwischen 24 und 72 Stunden benötigen. Der 
Verlust von apoptotischen Vakzinezellen, die wie gezeigt erst nach 72 bis 96 Stunden mit der 
Fragmentierung ihres Nukleus beginnen, sollte diese Antworten somit nicht beeinflussen. 
Zusammengenommen sollte somit durch die Vorteile im Bezug auf die Antigenpräsentation 
ein verbesserter Effekt erzielt werden. 
Die Induktion von Apoptose durch die Infektion von Tumorzellen kann auch für eine ganze 
Reihe weiterer therapeutisch angewendeter Viren gezeigt werden. So induzieren Vascular 
Stomatitis Virus (VSV) (Balachandran and Barber, 2000; Stojdl et al., 2000), Adenovirus 
oder Reovirus Apoptose in solchen Tumorzellen, die Defekte in ihrer Interferonantwort oder 
in der p53 Kaskade aufweisen (Alemany et al., 2000; Coffey et al., 1998). 
Ein erhöhter Anteil an apoptotischen Vakzinezellen kann zu einer Verbesserung der 
Immunantwort führen, da so vermehrt Tumormaterial und Tumorantigene für die Aufnahme 
durch Dendritische Zellen zur Verfügung gestellt werden.  
Es konnte gezeigt werden, dass apoptotische Vakzine-Zellen für die Induktion einer 
protektiven Immunität um ein Vielfaches besser geeignet sind als nekrotische Tumorzellen 
(Driessens et al., 2004). Außerdem weisen Onkolysate von NDV infizierten Tumorzellen eine 
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weitaus stimulierendere Wirkung auf das Immunsystem auf, als die Lysate von nicht 
infizierten Tumorzellen (Heicappell et al., 1986). 
Verantwortlich dafür ist die phagozytotische Aufnahme von fremdem Material durch 
Dendritische Zellen und deren Aktivierung. Die Verwendung der NDV infizierten Vakzine 
hat auch auf diesem Sektor entscheidende Vorteile. Fast alle genetischen Prozesse von RNA-
Viren sind mit dem Auftreten von doppelsträngiger RNA (dsRNA) verbunden, die als 
Gefahrensignal antivirale Antworten, wie z.B. Interferonausschüttung, auslöst. Dies führt zur 
Induktion von proinflammatorischen Signalen, die die Rekrutierung von verschiedensten 
Immunzellen zur Folge haben (Gallucci and Matzinger, 2001). So ist die NDV basierte 
Vakzine in der Lage vielfältige Immunmechanismen in Gang zu setzten. Dies könnte auch die 
verbesserte antitumorale Wirkung von NDFL(+) gegenüber NDV Ulster erklären. Das 
vermehrte Auftreten von apoptotischen, mit Gefahrensignalen wie dsRNA behafteten 
Materials führt durch die Stimulation von Toll like Rezeptor tragenden Zellen zur vermehrten 
Produktion von Typ I Interferonen (Kawai et al., 2004; Ito et al., 2002). Diese führen zur 
Aktivierung von Monozyten und zur Expression von TRAIL (Washburn et al., 2003). In 
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von NDFL(+) infizierten 
Vakzinezellen zur Aktivierung von CD14 positiven Monozyten und im Vergleich zu NDV 
Ulster zu einer stärkeren TRAIL-Expression führt, was in einer gesteigerten TRAIL-
abhängigen antitumoralen Wirkung gipfelt. 
 
 
5.3 Vergleich der gentechnisch veränderten LaSota Viren  
 mit dem Wildtypstamm NDFL(+) und dem NDV  
 Stamm Ulster 
 
Im Folgenden sollte nun versucht werden, die nachgewiesene antitumorale Wirkung des 
LaSota Wildtyps durch die immunmodulatorischen Fähigkeiten von Zytokinen zu verbessern.  
Die in dieser Arbeit verwendeten Zytokine IL-2 und GM-CSF zeigten bereits in früheren 
Untersuchungen immunstimulatorische Eigenschaften im Einsatz gegen Tumorzellen 
(Schmidt-Wolf and Schmidt-Wolf, 1995). GM-CSF fördert die Differenzierung von 
Granulozyten, Makrophagen  und Dendritischen Zellen (Ruef and Coleman, 1990) und erhöht 
die zytotoxische Aktivität von Immuneffektorzellen in ADCC-Antworten  (Antibody 
dependent cell cytotoxicity) (Batova et al., 1999).  IL-2 fördert die Bildung von Lymphokin 
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aktivierten Killerzellen (LAK) (Rosenberg et al., 1985), die wie NK-Zellen Tumorzellen 
zerstören können (Grimm et al., 1982) und in vorklinischen Studien bereits antitumorale 
Eigenschaften hatten (Lotze et al., 1986; Rosenberg et al., 1985). Außerdem stimuliert es T- 
und NK-Zellen. In der Behandlung von Tumorerkrankungen wie Melanom oder Nierenkrebs 
zeigte IL-2 hohe Wirksamkeit (Rosenberg et al., 1998).  
Allerdings weist die systemische Applikation von Zytokinen bei effektiven Dosen oft 
Toxizitäten auf, die schädlich oder sogar tödlich für den Patienten sein können (Yang et al., 
2003; Bruton and Koeller, 1994; Lotze et al., 1986). Der Ansatz einer zytokinproduzierenden 
Vakzine umgeht die systemische Applikation von Zytokinen und führt lokal zu einer erhöhten 
Konzentration. 
Um die aufgezeigten immunmodulatorischen Fähigkeiten von IL-2 und GM-CSF für die 
NDV-Vakzine nutzbar zu machen, wurden also die Sequenzen von IL-2 (NDFL(IL-2)) bzw. 
GM-CSF (NDFL(GM-CSF)) als zusätzliche therapeutische Gene in dass LaSota Wildtyp-
Genom integriert. Es sollte untersucht werden, ob diese therapeutischen Gene in der Lage 
sind, durch ihre immunmodulatorischen Effekte die antitumorale Wirkung zu steigern.   
 
 
5.3.1 Integration der therapeutischen Gene und ihre Expression  
 
Zunächst musste untersucht werden, ob die gentechnisch veränderten LaSota Viren in ihrem 
Verhalten von dem des Wildtyp LaSota Virus abweichen, um so Rückschlüsse auf die 
bisherigen Vakzinierungsergebnisse mit NDV Ulster ziehen zu können. 
Es konnte gezeigt werden, dass die veränderten LaSota Viren in Bindung und Replikation 
sowohl dem Wildtyp als auch NDV Ulster annähernd gleichen, womit etwaige verbesserte 
Eigenschaften bei der Vakzinierung nicht auf diese Parameter, sondern vielmehr auf die 
Expression der zusätzlichen Gene zurückzuführen sind. 
Dass die Integration von zusätzlichen Genen nicht notwendigerweise einen Eingriff in die 
Wachstumseigenschaften eines Virus haben muss, konnte an NDFL(+) und anderen Viren 
gezeigt werden. So veränderte die Integration von Genen in Vaccinia Viren ebenfalls nicht 
deren Wachstumseigenschaften (Boursnell et al., 1996). Für NDV konnte nachgewiesen 
werden, dass die Position der Insertion für das Replikations- und Expressionsverhalten des 
Vektors verantwortlich ist. Dabei sollte eine Insertion in den Zwischenräumen 
nachgeschalteter Gene zu einer verminderten Replikation des Virus und damit auch zu einer 
schwächeren Expression des insertierten Gens führen, während die Insertion am Anfang des 
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Genoms vor dem NP-Gen, wie es bei den in dieser Arbeit verwendeten Viren der Fall ist, 
keinen nennenswerten Unterscheid zeigen sollte (Zhao and Peeters, 2003). 
Dies konnte durch eine LaSota-Virus-Variante bestätigt werden, dessen GM-CSF-Gen 
zwischen den für HN- und L-Protein kodierenden Genen integriert wurde. Die Expression des 
Zytokins fiel im Vergleich zu NDFL(GM-CSF) auf einen etwa sechsmal niedrigeren Wert ab. 
Ähnliche Befunde lieferte die Insertion des Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT)-Gens 
zwischen den Genen für HN- und L-Protein im Vergleich zur Insertion vor dem NP-Gen von 
NDV. Die Insertion zwischen den HN- und L-Genen führte zu einem Virus mit 
Wachstumshemmung und verminderter CAT-Expression, während die Insertion am Anfang 
des Genoms keine signifikanten Veränderungen der Replikation zur Folge hatte und gute 
Expressionsraten erbrachte (Huang et al., 2001). 
Für die beiden in dieser Arbeit verwendeten Viren NDFL(IL-2) und NDFL(GM-CSF) konnte 
gezeigt werden, dass bei Infektion von verschiedenen Tumorzellen IL-2 bzw. GM-CSF 
exprimiert werden. Die Menge des produzierten Zytokins hing dabei von der infizierten 
Tumorzelle ab. Das Expressionsergebnis korreliert damit größtenteils mit der gefundenen 
Replikationsintensität der Viren in den einzelnen Zelllinien, so dass davon auszugehen ist, 
dass die Produktion des Zytokins mit der Effizienz der Tumorzellinfektion ansteigt. Es konnte 
gezeigt werden, dass infizierte Tumorzellen in der Lage sind die Zytokine zwischen 48 und 
96 Stunden lang zu produzieren, bevor sie dann in Apoptose übergehen.  
Vergleicht man die NDFL(IL-2)-Vakzine mit einer erfolgreichen ähnlichen Vaccinia-
Vakzine, um das Potential von NDFL(IL-2) einschätzen zu können, so stellt man fest, dass 
das Vaccinia-Virus nach 48 Stunden pro 1x106 Zellen und 1x106 PFU etwa 750 ng/ml IL-2 
exprimiert (Qin and Chatterjee, 1996a). Im Vergleich dazu produziert die NDFL(IL-2) 
basierte Vakzine bei einer Infektion mit 10HU/1x106 Zellen (mit 1HU ~ 1x106 PFU; P. 
Fournier, persönl. Mitteilung) hochgerechnet auf 1x106 Zellen etwa 2,4 - 6,6 µg/ml nach 48 
Stunden.  
Ähnlich verhält es sich beim Vergleich von NDFL(GM-CSF) mit einer Vacciniavirus-
Vakzine, die ebenfalls GM-CSF exprimiert (Qin and Chatterjee, 1996b). Ein wirklicher 
Vergleich zwischen NDV und Vaccinia Virus ist allerdings schwer möglich, da sich das 
Vacciniavirus multizyklisch repliziert und lytisch auf die infizierten Zellen wirkt, während 
NDV LaSota nur zu monozyklischer Replikation fähig ist. Allerdings fällt auf, dass sich die 
Expressionsraten sehr ähnlich sind, da NDV mit einer 10fach höheren Virusmenge etwa neun 
mal mehr IL-2 produziert als das Vacciniavirus.  
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Ein humantherapeutisch erfolgreiches retrovirales System lieferte GM-CSF-Expressionsraten 
von 84- 965 ng/106Zellen/24 Stunden (Soiffer et al., 1998). Ein adenovirales System zeigte 
mit Expressionsraten von ca. 513ng/106Zellen/24 Stunden eine etwas geringere GM-CSF-
Expressionsrate (Salgia et al., 2003). 
Vergleicht man diese Werte mit den aus Abb. 23 resultierenden Wert für das vorliegende 
NDV-System, so ist dessen Expressionsrate mit ca. 1066 ng/106Zellen/24 Stunden in jedem 
Fall gleichwertig, teilweise sogar besser. 
Die im NDV System hergestellten Genprodukte sind über 96 Stunden thermodynamisch 
stabil. Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass eine vorhergehende Bestrahlung der 
Tumorzellen, die für die Erstellung einer therapeutischen Vakzine unbedingt nötig ist, keinen 
Einfluss auf die Replikation und Transgenexpression hat. Dies konnte auch in anderen 
Virussystemen bestätigt werden (Qin and Chatterjee, 1996b).  
 
 
5.3.2 Steigerung der antitumoralen Wirkung der NDV basierten  
 Vakzine durch Integration von GM-CSF oder IL-2 
 
Der missglückte erste Versuch, durch die rekombinanten Viren eine signifikant gesteigerte 
antitumorale Wirkung in einem in vitro Testsystem mit wenigen Vakzinezellen zu erzielen 
zeigte, dass die Konzentration des jeweiligen Zytokins von entscheidender Bedeutung sein 
musste. Durch die Veränderung des Testsystems und die Aufstockung der Vakzinezellzahlen 
wurde allerdings eine starke Verbesserung des Expressionsergebnisses erzielt, was sich in 
einer signifikanten Steigerung der antitumoralen Antwort niederschlug. Sowohl die 
NDFL(GM-CSF) als auch die NDFL(IL-2) basierte Vakzine zeigte in dem adaptierten in vitro 
Testsystem gesteigerte Tumorwachstumsinhibition im Vergleich zum Wildtyp-Virus. 
 
5.3.2.1 IL-2 als therapeutisches Gen 
 
Aufgrund der Tatsache, dass der einzige Unterschied zwischen NDFL(+) und NDFL(IL-2) 
das insertierte Gen für IL-2 ist, der Anti-Tumor-Effekt jedoch gesteigert werden konnte, 
musste dieser Effekt vom therapeutischen Gen ausgehen. Wie beobachtet werden konnte, war 
das exprimierte IL-2 in der Lage sowohl NK-Zellen, als auch T-Zellen im in vitro System zu 
stimulieren.  
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Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass in vitro bereits durch den Kontakt mit der NDFL(+) 
infizierten Vakzine aktivierte NK-Zellen in einer relativ großen Anzahl generiert werden. Die 
Anzahl dieser Zellen konnte durch die Verwendung von NDFL(IL-2) nochmals gesteigert 
werden, was darauf hindeutet, dass die Expression von IL-2 zu einer breiteren Aktivierung 
führt. 
Dieser Effekt findet sich in dieser Arbeit auch in der gezeigten signifikanten Steigerung der 
Anti-Tumor-Aktivität durch NDFL(IL-2) wieder. Damit steht dieses Ergebnis im Einklang 
mit zuvor erbrachten Resultaten, die belegen, dass IL-2 in der Lage ist NK-Zellen zu 
aktivieren und zur Proliferation anzuregen (Caligiuri et al., 1990), sowie ihre Fähigkeit 
erhöht, Zielzellen zu lysieren (Trinchieri et al., 1984; Henney et al., 1981). Dass die 
Steigerung der NK Zell vermittelten zytotoxischen Aktivität durch IL-2 in vitro nicht stärker 
ins Gewicht fällt liegt vermutlich an der Affinität der exprimierten IL-2 Rezeptor-Ketten. Die 
meisten NK-Zellen exprimieren den mäßig affinen IL-2-Rezeptor bestehend aus β- und γ-
Kette, zu dessen Sättigung größere Mengen IL-2 benötigt werden als für die Sättigung des 
heterotrimeren hochaffinen IL-2 Rezeptors, bestehend aus α-, β- und γ-Kette, der z.B. auf 
aktivierten T-Zellen vorkommt. Der hochaffine Rezeptor wird nur auf ca. 3-5% der NK-
Zellen, was etwa 0,3 bis 0,5% aller PBMZ entspricht, exprimiert (Caligiuri et al., 1990). Die 
Aktivierbarkeit der NK-Zellen durch IL-2 wird somit vermutlich durch die vorhandene 
Zytokinmenge und durch die Rezeptorzusammensetzung auf der Oberfläche der NK-Zellen 
bestimmt. 
In Bezug auf T-Zell-Antworten kam es nach Kontakt mit NDFL(IL-2) infizierter Vakzine zur 
Aktivierung und zu gesteigerter Exozytose-Aktivität bei CD8 positiven zytotoxischen T-
Zellen, und zur Expression von IFN-γ. Diese IFN-γ-Expression scheint außerdem im 
Zusammenhang mit dem zuvor bereits erwähnten TRAIL vermittelte antitumorale Effekt 
durch Vakzine stimulierte Monozyten zu stehen. Dieser Effekt konnte durch die Verwendung 
von NDFL(IL-2) noch weiter gesteigert werden, was sich vor allem durch die 
nachgewiesenermaßen auftretende Ausschüttung von Typ II Interferonen erklären läßt, die 
ebenfalls dafür sorgen, dass TRAIL auf Monozyten induziert wird (Griffith et al., 1999). 
In der Patientensituation mit autologen Tumorzellen, die mit NDFL(IL-2) infiziert wurden, 
konnte dargestellt werden, dass dieses Virus in der Lage ist eine sekundäre antitumorale 
Immunreaktion von Patienten-eigenen T-Zellen zu steigern. Ähnlich wie eine Stimulation 
über CD3- und/oder CD28 führte diese autologe Reaktion zur Produktion von IFN-γ. 
NDFL(+) infizierte Tumorzellen waren dazu nicht fähig. Dies konnte bisher anhand von vier 
unabhängigen Patienten gezeigt werden. Diese noch vorläufigen Ergebnisse zeigen allerdings, 
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dass NDFL(IL-2) infizierte Vakzine im Gegensatz zu NDFL(+) wahrscheinlich in der Lage ist 
vorhandenes antitumorales Immun-Memory bei Patienten zu aktivieren. Ähnliche Resultate 
konnten durch systemisch appliziertes IL-2 in einem Meerschweinchen-Modell gezeigt 
werden, in dem die Immunantwort gegen akute HSV-2 Infektionen unter Einfluss von IL-2 
Injektionen untersucht wurde. Es konnte auch hier eine gesteigerte IFN-γ Produktion im 
Blutplasma der Tiere und die Aktivierung von NK und LAK Zellen nachgewiesen werden. 
Allerdings kam es zu keiner Lymphozyten-Proliferation durch Stimulation mit Virus-
spezifischen Peptiden. Somit scheint das produzierte IFN-γ auf die Aktivierung von NK und 
LAK Zellen zurückzugehen (Weinberg et al., 1987). 
Einen Hinweis auf eine ähnliche Stimulation des Immunsystems durch IL-2 transgene 
Vacciniaviren konnte in einem Neuroblastom-Modell der Maus gezeigt werden. Die 
Inokulation von lebenden Tumorzellen nach mehrfacher Vakzinierung mit virusinfizierten 
bestrahlten Tumorzellen erbrachte teilweise oder komplett geschützte Tiere im Gegensatz zur 
Vakzinierung mit Kontrollviren (Qin and Chatterjee, 1996a). Somit sollte es möglich sein mit 
einem ähnlichen Protokoll und NDFL(IL-2) infizierten Vakzinezellen ebenfalls gute 
Protektionsergebnisse erzielen zu können. Allerdings konnte bisher mit NDFL(IL-2) kein 
zusätzlicher Vakzinierungs-Effekt in vivo in einem Maustumor-Modell erzielt werden (siehe 
Anhang). 
 
5.3.2.2 GM-CSF als therapeutisches Gen 
 
Für die NDFL(GM-CSF) basierte Vakzine konnten in vitro ebenfalls immunstimulatorische 
Fähigkeiten besonders bei Dendritischen Zellen nachgewiesen werden. Diese Zellen 
fungieren als Boten von Informationen aus dem Tumorgewebe. Durch die Aufnahme von 
Fragmenten infizierter Zellen oder Tumorzellen und deren Prozessierung zu kleinen Peptiden, 
speichern sie die Tumordaten für spätere T-Zell vermittelte Immunantworten. Die 
Präsentation der Tumor-Peptide im Kontext von MHC II, durch Kreuzpräsentation aber auch 
durch MHC I Moleküle, auf ihrer Oberfläche in Kombination mit ko-stimulatorischen 
Molekülen (Blachere et al., 2005; Ackerman and Cresswell, 2004; Albert et al., 1998) führt in 
den T-Zell-Zonen der sekundären lymphatischen Organe dann zur T-Zell-Aktivierung.  
Vakzinierung mit NDV LaSota infizierten Tumorzellen verbesserte die ko-stimulatorische 
Kapazität von Dendritischen Zellen. Die Verwendung von NDFL(GM-CSF) infizierten 
Vakzinezellen konnte einen zusätzlichen Anstieg in der Dichte von ko-stimulatorischen 
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Molekülen um den Faktor zwei induzieren, wodurch die Effektivität einer resultierenden T-
Zell-Antwort gesteigert werden sollte.  
Diese Ergebnisse konnten auch in einem Melanom-System bestätigt werden, das retroviral 
GM-CSF transfizierte Melanomzellen als Vakzine verwendete. GM-CSF als Transgen zeigte 
im Vergleich zu verschiedensten anderen Zytokinen, Adhäsionsmolekülen und ko-
stimulatorischen Molekülen mit Abstand die stärksten Eigenschaften in der Generierung von 
protektiver Immunität (Dranoff et al., 1993). Diese basierte auf starker Rekrutierung von 
Dendritischen Zellen, Makrophagen und Granulozyten zur Vakzinierungsstelle (Mach et al., 
2000; Dranoff et al., 1993). Anhand der im Anhang gezeigten in vivo 
Rekrutierungsexperimenten scheinen auch NDFL(GM-CSF) bzw. NDFL(mGM-CSF) 
modifizierte Tumorzellen diesen Effekt zu erzielen. Eine ähnliche Vakzine mit GM-CSF als 
therapeutischem Gen wurde auf Vacciniavirus-Basis in einem Maus-Melanom-Modell 
getestet. Tumorselektivität wurde durch Integration des GM-CSF-Gens anstelle des 
Thymidinkinase-Gens erreicht, was das Virus, wie auch das Retrovirus, vornehmlich selektiv 
für sich stark teilende Zellen macht. Allerdings scheint das Vacciniavirus ebenfalls in der 
Lage zu sein, nicht proliferierende Zellen zu infizieren (Qin and Chatterjee, 1996b). Das 
Virus erzielte sehr gute Ergebnisse sowohl in prophylaktischen als auch in therapeutischen 
Ansätzen. Vacciniavirus löst an der Injektionsstelle starke entzündliche Reaktionen aus, die 
zur Rekrutierung von Immunzellen führen und so für die Generierung einer Immunantwort 
von Vorteil ist (Chatterjee et al., 1999). Da sich das Verhalten von NDV und Vaccinia in 
diesem Punkt sehr ähneln und die Expressionsraten der Transgene von NDV, wie zuvor bei 
NDFL(IL-2) diskutiert, eher etwas höher sind, sollte es auch in diesem Falle möglich sein in 
einem passenden Maussystem zu ähnlichen in vivo Daten zu kommen. 
Ein Vergleich der GM-CSF produzierenden Vakzinierung mit Vacciniavirus und mit ex vivo 
retroviral modifizierten Tumorzellen zeigte vergleichbare Ergebnisse (Chatterjee et al., 1999). 
Dies suggeriert, dass die Vakzinierung mit GM-CSF einen starken Einfluss auf die 
Antigenpräsentation haben muss (Huang et al., 1994). 
Des weiteren spielt GM-CSF schon in der Generierung von Dendritischen Zellen aus 
Monozyten-Vorstufen eine gewichtige Rolle, so dass im Falle einer Vakzinierung mit 
NDFL(GM-CSF) auch die Entwicklung von Dendritischen Zellen beschleunigt werden sollte. 
Dass das durch virale Infektion gebildete mGM-CSF zur Generierung von Dendritischen 
Zellen führt, konnte in dieser Arbeit im Maussystem gezeigt werden (siehe Anhang). 
Das produzierte GM-CSF führte auch im Melanomsystem zu einer starken lokalen und 
systemischen Expansion Dendritischer Zellen und gleichzeitig zu einer effektiven protektiven 
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Immunität (Mach et al., 2000). Dabei sorgte die Vakzinierung für eine verbesserte 
Generierung von CD11b+CD8α- Dendritischen Zellen, die für die Phagozytose von 
partikulärem Material, wie z.B. von apoptotischen Zellen, verantwortlich sind (Pulendran et 
al., 1997; Shen et al., 1997). Es wurde ebenfalls eine stärkere Expression von ko-
stimulatorischen Molekülen auf der DZ-Oberfläche beobachtet, die zu einer effizienteren T-
Zell Stimulation führen sollte (Murtaza et al., 1999). Außerdem trat eine gesteigerte 
Expression von CD1d auf. Dieses Molekül ist ein nichtklassisches MHC-Molekül (Kawano et 
al., 1997), das in der Lage ist NKT-Zellen zu aktivieren (Bendelac et al., 1997), die ebenfalls 
an antitumoralen Immunantworten beteiligt sind (Smyth et al., 2002). 
Dies würde bedeuten, dass die verbesserte Aktivierung von Dendritischen Zellen sowohl im 
Melanom-System als auch durch die in dieser Arbeit verwendete NDV basierten GM-CSF 
produzierende Vakzine über CD1d zu einer starken NKT-Zell-Aktivität führen müsste. Die 
Daten der NDV basierten GM-CSF produzierenden Vakzine zeigen neben dem erhöhten ko-
stimulatorischen Potential der erhaltenen DZ tatsächlich eine gesteigerte antitumorale 
Aktivität im TNA. Da NKT-Zellen nur 0,5% der CD3 positiven Zellen und 0,02% der 
gesamten PBMZ ausmachen (Kenna et al., 2003), erscheint es ehr unwahrscheinlich, dass ihr 
Anteil den großen zusätzlichen antitumoralen Effekt von NDFL(GM-CSF) im Vergleich zum 
Wildtypvirus im TNA erklären kann. Eine stimulierende Wirkung von GM-CSF auf NK-
Zellen konnte bisher zwar in komplexen Systemen vermutet werden (Durek et al., 1997; 
Stewart-Akers et al., 1993), die genauen Protagonisten dieses Phanömens blieben jedoch 
unklar. Es konnte allerdings mit hochreinen NK-Zellen gezeigt werden, dass GM-CSF keine 
direkte stimulierende Wirkung auf diese Subpopulation der PBMZ hat. Allerdings führt die 
Kombination von GM-CSF und IFN-α zu einer Aktivierung von NK-Zellen, die durch die 
Expression von CD69 angezeigt wird (Kubista et al., 2003). Da bei der Stimulation der NK-
Zellen durch die infizierte Vakzine selbst schon IFN-α produziert wird (Washburn and 
Schirrmacher, 2002), scheint die Aktivierung zu einem gewissen Teil hierauf zu beruhen, 
denn uninfizierte Tumorzellen zeigen in dieser Arbeit keine Aktivierung der NK-Zellen. 
Worauf der zusätzliche Effekt durch die Infektion von NDFL(GM-CSF) beruht bleibt weiter 
unklar. 
In der Patientensituation konnten Tumorzellen, die GM-CSF exprimierten, gute 
therapeutische Resultate erzielen (Jaffee et al., 2001; Borrello et al., 1999; Zehntner et al., 
1999; Simons et al., 1997). Die Patienten zeigten, wie auch im Mausmodell, starke Infiltration 
der Vakzinierungsstelle durch DZ, Makrophagen und Eosinophile mit einer erhöhten 
Expression an ko-stimulatorischen Molekülen (Mach et al., 2000). Die Analyse der Tumoren 
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wies im Vergleich zum Zeitpunkt vor der Vakzinierung starke Infiltration durch T- und B-
Zellen und Zerstörung der Tumorzellen auf (Hodi et al., 2002). 
Die Anwendung von NDFL(IL-2) und NDFL(GM-CSF) in vitro zeigte erhöhte antitumorale 
Wirkung im Vergleich zu seinem Wildtyp und immunstimulierende Fähigkeiten im Bezug auf 
zytotoxische Mechanismen bzw. Antigenpräsentation. Ähnliche Ergebnisse konnten in 
anderen Vakzinierungs-Modellen mit für GM-CSF oder IL-2 transgenem Vaccinia Virus oder 
Retrovirus übereinstimmend beobachtet werden. Die Ergebnisse dieser in vivo -
Vergleichsstudien zeigen, dass Vakzinierung mit IL-2- oder GM-CSF-transgenen Viren zur 
Generierung von starken antitumoralen Antworten und zur Erlangung von protektiver 
Immunität führen können. 
 
 
5.3.3 Vorteile des zytokinmodulierten, NDV basierten  
 Vakzinemodells gegenüber vergleichbaren Modellen 
 
Für den Einsatz als zytokinproduzierende Lebendzellvakzine sind bisher retrovirale und 
Vaccinia Virus basierte Modelle vorgestellt worden. Das Vacciniavirus ist ein lytisches DNA-
Virus und sorgt so durch die Zerstörung von Tumorzellen für große Mengen an freiem 
Tumormaterial und –antigen, was dann für die Antigenpräsentation durch APZ zur Verfügung 
steht. Im Gegensatz dazu ist das in dieser Arbeit verwendete NDV zwar ein nicht lytischer 
Stamm, trägt allerdings ein RNA-Genom.   
Fast alle Prozesse von RNA-Viren sind mit dem Auftreten von doppelsträngiger RNA 
(dsRNA) verbunden, die als Gefahrensignal antivirale Antworten, wie z.B. 
Interferonausschüttung, auslöst und damit dass Immunsystem mobilisiert (Fournier et al., 
2003). Darauf basiert auch die natürliche Tumorselektivität vieler RNA-Viren, wie auch bei 
NDV, denn die meisten Tumoren weisen Defekte in der Interferonantwort oder der Ras-
Kaskade auf (Stojdl et al., 2000; Coffey et al., 1998). So wird eine Virusinfektion in normalen 
Zellen schnell eingedämmt, während sie in Tumorzellen nicht angezeigt wird. 
Es ist also keine genetische Veränderung des Virus notwendig, was von Vorteil sein kann, da 
sich durch genetische Veränderungen manchmal auch Wachstums- und 
Replikationseigenschaften der Viren verändern (Ramachandra et al., 2001; Harada and Berk, 
1999).  
Bei der Herstellung der NDV basierten Tumorvakzine begrenzt die Tumorselektivität der 
viralen Komponente die Replikationsfähigkeit des Virus auf die Vakzinezellen, so dass durch 
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die Injektion für den Patienten keine Risiken entstehen (Schirrmacher et al., 1999). Zugleich 
stellt die monozyklische Replikation der verwendeten Viren einen weiteren Sicherheitsaspekt 
dar. 
Ein Nachteil der Vacciniaviren in therapeutischen Anwendungen ist die Tatsache, dass bereits 
breite Schichten der Bevölkerung gegen diese Viren aufgrund der Pockenimpfung immun 
sind (Molinier-Frenkel et al., 2000a; Molinier-Frenkel et al., 2000b), was die therapeutische 
Anwendbarkeit unter Umständen stark beeinträchtigen kann, da kontraproduktive 
Immunantworten ausgelöst werden. Das Auftreten von Rekombinationsereignissen, die zur 
Generierung von Mutationen und Onkogenen führen kann, ist für Vacciniaviren ein weiterer 
Nachteil, der aber bei lytischen Stämmen nicht so ins Gewicht fällt, da die Zellen zerstört 
werden, bevor neoplastische Veränderungen überhaupt Fuß fassen können. Retroviren 
hingegen lysieren ihre Zellen nicht und stellen somit ein Risiko für eine weitere 
Krebsentstehung dar (Berns, 2004; Hacein-Bey-Abina et al., 2003a; Hacein-Bey-Abina et al., 
2003b). Die Infektion in diesem System ist außerdem auf sich teilende Zellen angewiesen und 
beherbergt stets ein krebserregendes Risiko (Mulligan, 1993). Andere virale Systeme, wie 
z.B. das adenovirale oder auch NDV sind in der Lage auch ruhende Tumorzellen zu infizieren 
und weisen nur minimale Toxizitäten auf, was sie bei ex vivo Transfers zu effizienteren 
Vektoren macht (Berkner, 1988).  
Die Tatsache, das NDV als Vogelvirus aus einer anderen Spezies stammt, ist ein weiterer 
Vorteil, da es so nahezu keine Rekombinationsereignisse gibt, die schädlich für den Patienten 
sein können. Säugerviren, wie auch das Vacciniavirus, neigen dazu Immun-Escape-
Mechanismen zu entwickeln, die eine Anwendung in der Therapie erschweren (Wold et al., 
1999)  
 
 
5.3.4 Wirkung der NDV basierten Vakzine auf die Mechanismen der  
 angeborenen Immunität 
 
Eine Tumorvakzine sieht sich bei ihrer Applikation an der Injektionsstelle einer Reihe von 
Immunzellen gegenüber, die hauptsächlich der angeborenen Immunität zuzurechnen sind, da 
diese die erste Verteidigungslinie des Körpers bilden. Die NDV basierte Vakzine zeigt dabei 
eine ganze Reihe von Eigenschaften, die die immunologischen Mechanismen dieser Zellen 
stimulieren und damit eine Immunantwort verbessern können. Neben den schon diskutierten 
T- und NK-Zellen sowie den Dendritischen Zellen existieren noch weitere Zellen, die durch 
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die Vakzine aktiviert werden. Aber auch von Immunzellen exprimierte Zytokine spielen eine 
wichtige Rolle bei der Generierung einer komplexen Immunantwort. 
Ein Beispiel ist IFN-γ. Aktivierte NK-Zellen produzieren in starkem Ausmaß IFN-γ, wenn sie 
ein ko-stimulatorisches Signal durch z.B. Typ I Interferone oder IL-2 erhalten (Kalinski et al., 
2005). Da die Vakzine durch die Infektion Typ I Interferone produziert, wäre ein solches ko-
stimulatorisches Signal vorhanden. Die Expression von IL-2 durch NDFL(IL-2) könnte diese 
Expression noch weiter fördern. Aber auch aktivierte T-Zellen sind in der Lage große Mengen 
IFN-γ auszuschütten. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die durch infizierte 
Vakzinezellen stimulierten PBMZ nur IFN-γ in Gegenwart von IL-2 produziert. Durch die 
infizierten Vakzinezellen produziertes IFN-α scheint keinen Einfluss zu haben. Eine 
Stimulation aufgereinigter T-Zellen durch NDFL(IL-2) infizierte Vakzinezellen erbrachte 
eine im Vergleich zu Gesamt-PBMZ gesteigerte IFN-γ Produktion, so dass die gemessene 
IFN-γ Produktion wohl eher auf aktivierte T-Zellen als auf NK-Zellen zurückzuführen ist. 
IFN-γ stellt einen der stärksten Induktoren von weiteren Immunreaktionen dar. Es aktiviert 
Makrophagen aufgenommene Pathogene zu zerstören, hat antivirale Wirkung auf die 
umgebenden Zellen und führt zur Wandlung des Antikörperisotyps bei B-Zellen. Es 
verbessert außerdem die MHC-Komplex Expression und deren Peptidbeladung auf vielen 
Zellen (Arai et al., 1990).  
Die Produktion zusätzlicher Zytokine durch die NDV infizierte Vakzine wird durch die 
Interaktion mit weiteren Immunzellen vorangetrieben. 
Eine Subpopulation der Dendritischen Zellen, die plasmazytoiden Dendritischen Zellen 
(PDZ) produzieren nach ihrer Aktivierung durch Viren große Mengen an Typ I Interferonen 
(IFN-α, IFN-β). Dieses Phänomen konnte in dieser Arbeit auch für NDV gezeigt werden.  
Es konnte bereits dargestellt werden, dass PDZ durch High Endothelial Venules (HEV) in die 
T-Zell-Regionen der entzündeten Lymphknoten einwandern (Cella et al., 1999) und dort 
durch das exprimierte Interferon wie IL-12 zur Bildung einer TH1 Antwort von humanen T-
Zellen beitragen (Rogge et al., 1997; Parronchi et al., 1992). 
Die Inkubation von PDZ mit NDV zeigte, das die Produktion des Interferon-α allerdings 
schon innerhalb der ersten 16 Stunden beginnt und somit auch in der Vakzinierungsstelle 
Einfluss auf die anwesenden Immunzellen haben sollte.  
Wichtige Zellen der angeborenen Immunität im Kampf gegen eindringende Zellen sind 
Makrophagen. Es konnte gezeigt werden, dass Makrophagen durch den Kontakt mit NDV 
Ulster oder LaSota antitumorale Aktivitäten entwickeln (Schirrmacher et al., 2000). Auch ihre 
Vorläuferzellen, die Monozyten, scheinen an dieser Antwort beteiligt zu sein. Ein zentraler 
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Mechanismus in der Antitumoraktivität dieser Immunzellen ist dabei die Induktion von 
Apoptose. Einige Vertreter der TNF-Familie, wie z.B. TNF-α, CD95 oder TRAIL nehmen 
hierbei eine Schlüsselposition ein. Für TNF-α und CD95 konnte in vitro (Wallach et al., 
1999; Krammer, 1999; Nagata, 1997) für TRAIL in vitro und in vivo (Walczak et al., 1999) 
antitumorale Aktivität nachgewiesen werden. Funktionelle Expression von TRAIL konnte auf 
der Oberfläche von IFN-α oder IFN-γ stimulierten Monozyten gezeigt werden (Griffith et al., 
1999). Diese Expression ist auch nach direktem Kontakt mit NDV oder nach Kontakt mit Typ 
I Interferonen nachweisbar (Washburn et al., 2003). Im Kontext der Vakzinierung mit NDV 
infizierten bestrahlten Tumorzellen konnte die vorliegende Arbeit in vitro nachweisen, dass in 
Gegenwart von humanen PBMZ große Mengen Typ I Interferone ausgeschüttet werden, was 
neben den Monozyten wohl hauptsächlich auf die Aktivität der zuvor angesprochenen PDZ 
zurückzuführen ist. Dies führte nachweislich zu einer Expression von TRAIL auf CD14 
positiven Monozyten und einer antitumoralen Aktivität. Eine Beteiligung von TNF-α und 
CD95 kann ausgeschlossen werden, da die Zielzellen nachweislich Rezeptoren für diese 
Moleküle exprimierten, ein Blockierungseffekt durch TNF-α und CD95 spezifische 
Substanzen jedoch ausblieb.   
Durch die Kombination einer Zellvakzine mit einer Virusinfektion kann somit die 
Aktivierung einer großer Vielfalt an positiven immunologischen Mechanismen erreicht 
werden, die bei der Behandlung mit  anderen Vakzinen oft nicht erzielt werden kann.   
 
 
5.3.5 Adaptive Immunität und immunologisches Gedächtnis 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden intakte wachstumsinhibierte Tumorzellen mit rekombinant 
veränderten Newcastle Disease Viren infiziert und auf ihre Funktion als Lebendzellvakzine 
hin untersucht.  
Dabei stand vor allem die Aktivierung von T-Zellen im Blickpunkt. Sie sind in der Lage 
spezifische Immunantworten gegen definierte Tumorantigene hervorzubringen (Rosenberg, 
2001; Boon et al., 1994). Sogar spontane T-Zell Reaktionen gegen den Tumor konnten 
beobachtet werden (Feuerer et al., 2001). Die Entstehung von Spezifitäten gegen den Tumor 
führt zum Aufbau eines T-Zell Gedächtnisses, welches über verschiedene Subpopulationen 
von Memory-T-Zellen funktioniert, die in bestimmten Kompartimenten des Körpers 
angereichert werden (Beckhove et al., 2004). 
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Sie entstehen durch den Kontakt von T-Zellen mit aktivierten Tumorantigen-präsentierenden 
Dendritischen Zellen (Schirrmacher et al., 2003). In vielen Tumorträgern konnten geringe 
Mengen verbleibender Tumorzellen nach dem Entfernen des Primärtumors beobachtet werden 
(Schirrmacher, 2001; Demicheli, 2001; Khazaie et al., 1994). Es konnte dargestellt werden, 
dass das Auftreten solcher Zellen und die Langzeitimmunität durch Memory-T-Zellen gegen 
den Tumor eng korreliert sind (Khazaie et al., 1994). Ein Organ, dem bei der Untersuchung 
des sogenannten Tumor-Dormancy besondere Aufmerksamkeit zukommt, ist das 
Knochenmark, da nachgewiesen werden konnte, dass hier verbliebene Tumorzellen unter der 
Kontrolle von CD8-T-Zellen gehalten werden. Dieser Kontakt scheint für die Bildung und 
Aufrechterhaltung des Gedächtnisses verantwortlich zu sein (Schirrmacher et al., 2003; 
Muller et al., 1998). Reaktivierte Memory-T-Zellen des Knochenmarks waren in der Lage 
Tumorzellen in vivo zu bekämpfen, während re-stimulierte T-Zellen des Blutes dies nicht 
vermochten. Sie schienen in eine Art Anergie verfallen zu sein (Feuerer et al., 2001).  
Diese im Knochenmark vorhandenen funktionsfähigen Memory-T-Zellen zu reaktivieren und 
für den Kampf gegen Tumorzellen und vor allem Metastasen zu nutzen, ist das Ziel der 
vorgestellten Tumorvakzine.  
Die Vakzinierung mit NDV infizierten Tumorzellen verbindet die Präsentation der 
Gesamtheit der Tumorantigene des individuellen Tumors mit dem Auftreten einer Vielzahl 
von Gefahrensignalen wie z.B. doppelsträngiger RNA (Fournier et al., 2003), HN Molekülen 
auf der Zelloberfläche (Zeng et al., 2002a), sowie Interferon-α- (Zeng et al., 2002b) oder 
Chemokin-Expression (Washburn and Schirrmacher, 2002). 
Es wurde berichtet, dass die NDV Ulster basierte Vakzinierung im Maussystem 50% der 
Mäuse durch die Ausbildung eines TAA-spezifischen CD4- und CD8 T-Zell-Gedächtnisses 
vor dem Auswachsen von Metastasen schützen konnte (Schild et al., 1989; von Hoegen et al., 
1988; Schirrmacher and Heicappell, 1987). Vergleicht man diese Daten mit einem sehr 
ähnlichen IL-2 exprimierenden Vaccinia-Virus-Modell (Qin and Chatterjee, 1996a), so zeigt 
sich, dass dieses Modell ebenfalls ca. 50% der Mäuse schützen konnte. Die Beobachtung, 
dass ein Vaccinia-Kontrollvirus ohne IL-2 in diesem System überhaupt keine Immunität 
herbeiführen konnte, lässt vermuten, dass eine Vakzinierung mit NDFL(IL-2) infizierten 
Tumorzellen effizienter sein könnte, als die Vakzinierung mit NDFL(+) infizierten 
Tumorzellen. 
Die Vakzinezellen scheinen in der Lage zu sein, Memory-T-Zellen direkt zu stimulieren 
(Termeer et al., 2000). Dabei ist die Integrität der Vakzinezellen für den Aktivierungs-Effekt 
von zytotoxischen T-Zellen von großer Bedeutung (Ahlert et al., 1997). 
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In dieser Arbeit konnte anhand von vier HNO-Tumor-Patienten gezeigt werden, dass eine 
Stimulation mit NDFL(IL-2) infizierten autologen Tumorzellen eine verbesserte Memory-T-
Zell Antwort generiert, als autologen NDFL(+) infizierte Tumorzellen. Außerdem konnte 
nachgewiesen werden, dass die Verwendung der autologen Tumorzellen die Antwort im 
Vergleich zu allogenen Tumorzellen (hier U937) entscheidend verbessert. NDFL(+) bzw. 
NDFL(IL-2) infizierte U937 Zellen zeigten sehr geringe Anzahlen aktivierter Memory-T-
Zellen, während infizierte autologe Tumorzellen starke Frequenzen aufwiesen. Dies deutet 
zum einen darauf hin, dass die autologe NDFL(IL-2) infizierte Vakzine in der Lage ist, 
tumorspezifische Memory-T-Zellen besser zu aktivieren als die Wildtypvakzine ATV-
NDFL(+). Zum anderen scheint es einen tumorspezifischer Mechanismus zu geben. Somit 
sollte die zytokinproduzierende Vakzine einen Vorteil bei der Generierung von zytotoxischer 
Aktivität gegen Metastasen und protektiver Immunität haben.  
In verschiedenen Mausmodellen konnte nachgewiesen werden, dass die Vakzinierung mit IL-
2 exprimierenden Viren zu tumorspezifischer immunologischer Protektion führt. In einem 
Tumor-Maus-Modell von Brust Adenokarzinom zeigte intratumorale Applikation eines IL-2 
und B-7 exprimierenden Adenovirus eine schnelle und vollständige Regression etablierter 
Tumore. Diese Mäuse zeigten komplette Protektion gegen erneutes Tumorwachstum, was auf 
starke zytotoxische T-Zell-Antworten zurückgeführt wurde (Emtage et al., 1998).  
In einem Neuroblastom-Maus-Modell konnte mit der Vakzinierung durch autologe, mit einem 
IL-2 exprimierenden Vaccinia Virus infizierte Tumorzellen gezeigt werden, dass auch hier 
komplette Protektion in einer Reihe von Mäusen generiert wurde (Qin and Chatterjee, 1996a). 
Da sekundäre Immunantworten schneller und stärker verlaufen als primäre (Kaech et al., 
2002) und die Voraussetzungen für ihre Generierung weniger stringent sind (Veiga-Fernandes 
et al., 2000), ist die Erzeugung einer sekundären Immunantwort für den Patienten von großem 
Nutzen. In Tumorpatienten mit malignem Melanom konnte gezeigt werden, dass die 
Vakzinierung mit retroviral transfizierten autologen Tumorzellen, die IL-2 exprimierten, 
antitumorale Wirkung hat. Etwa 50% der Patienten reagierten auf die Vakzinierung und 
zeigten unter anderem verstärkte zytotoxische T-Zellantworten gegen den Tumor und einen 
Stillstand des Tumorwachstums (Palmer et al., 1999). 
Die Verwendung der rekombinanten zytokinproduzierenden Viren in einer Lebendzell-
Vakzine stellt also nach diesen Daten im Vergleich zu der bisher eingesetzten Wildtyp-
Vakzine eine Verbesserung dar. Die Generierung eines immunologischen Gedächtnisses 
gegen den Tumor ist dabei das entscheidende Argument für die Therapie, da es nicht nur zur 
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Zerstörung von bereits vorhandenen Tumorzellen führt, sondern den Patienten langanhaltend 
vor einem erneuten Ausbruch des Tumors schützt. 
 
 
5.4 Antikörper-Zytokin-Fusionsproteine und ihre  
 antitumorale Wirksamkeit 
 
Eine weitere Möglichkeit, hohe Zytokinkonzentrationen am Vakzinierungsort zu generieren, 
ohne toxische Nebeneffekte durch systemische Zytokintherapie zu erzeugen, sind Antikörper-
Zytokin-Fusionsproteine. Derartige Konstrukte besitzen eine gesteigerte Halbwertzeit und 
damit eine erhöhte Präsenz des Zytokins im Vergleich zu löslichem nichtfusioniertem Zytokin 
aus systemischen Therapieansätzen (Kendra et al., 1999). 
In dieser Arbeit wurden Fusionsproteine verwendet, die die NDV spezifische Valenz anti-
HN(NDV) mit einem Fusionsteil verbindet, der das Zytokin IL-2 oder GM-CSF enthält. Es 
konnte gezeigt werden, dass die Fusionsproteine sowohl in der Lage sind, an die Vakzine zu 
binden, als auch einen biologisch aktiven Fusionsanteil besitzen, so dass die 
Grundvoraussetzungen für eine Wirksamkeit gegeben waren.  
In Patienten ist belegt, dass die Aktivierung von LAK-Zellen IL-2 in hohen Konzentrationen 
benötigt (Lotze et al., 1986) und eine optimale Tumorprotektion nur bei direktem Kontakt 
möglich ist (Rosenberg et al., 1985). Fusionsantikörper mit angefügtem IL-2 haben in der 
Vergangenheit in Studien bereits gute Resultate erbracht. In einer Melanomstudie konnte eine 
Lymphozyten-Aktivierung in allen Patienten beobachtet werden (Hank et al., 2003). 
Bei dem in dieser Arbeit etablierten in vitro Testsystem zeigte sich allerdings, dass die 
Koppelung der IL-2-Fusionsproteine an die Vakzine nur eine geringfügige Steigerung der 
antitumoralen Wirkung erbrachte. Dies könnte einerseits daran liegen, dass die Konzentration 
an IL-2 im Testsystem zu niedrig war, oder dass die Inkubationszeit nicht ausreichte, um 
LAK-Zellen mit zytotoxischen Eigenschaften zu generieren. Die Konzentration und 
Inkubationszeiten, die üblicherweise für die Generierung von LAK-Zellen eingesetzt werden, 
liegen um 0,5 µg/ml für 5 Tage (Hasegawa et al., 2004). Da in diesem Assay beim Einsatz 
von 0,5 bis 500ng/ml (0,1 bis 100ng pro 200µl) Fusionsprotein für maximal 7 Tage mit 
sinkenden Proteinkonzentrationen steigende antitumorale Eigenschaften beobachtet wurden, 
scheinen diese nicht durch die Fusionsprotein-vermittelte Generierung von LAK-Zellen 
zustande zu kommen. Die gezeigte zusätzliche Toxizität könnte eventuell die Folge aktivierter 
NK-Zellen oder Memory-T-Zellen sein.  
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Ein wichtiger Faktor bei der Präsentation von funktionellem Zytokin in Form des 
Fusionsproteins auf der Zelloberfläche ist die Antigendichte des HN-Moleküls, an das das 
Fusionsprotein bindet. Damit korreliert die Zytokinmenge auf der Oberfläche mit der Stärke 
der NDV Replikation. Außerdem unterliegen die Interaktionen des jeweiligen Fusionsproteins 
mit dem HN-Molekül einem Bindungsgleichgewicht, so dass die Stimulierbarkeit von 
Effektorzellen durch den Zytokinanteil von vielen Faktoren abhängig ist. Dass die 
Fusionsproteine, wenn sie ohne Vakzinezellen aber mit Effektorzellen auf eine 
Tumorzellpopulation gegeben werden, kaum stimulatorische Eigenschaften aufweisen, deutet 
darauf hin, dass nur die membrangebundene Form des Zytokins einen stimulierenden Effekt 
ausüben kann. Die maximale Beladung der Vakzine mit Fusionsproteinen würde dann den 
Punkt markieren, an dem keine weitere Steigerung in der Stimulation mehr möglich ist, da 
keine membranständigen Bindungsstellen mehr frei sind. Die beobachteten sinkenden 
antitumoralen Werte bei höheren Konzentrationen als diesem Sättigungsgrad können dann 
vielleicht durch Kompetition oder sterische Hinderung an den Bindungsstellen erklärt werden, 
die dafür sorgen, dass entweder nicht die maximale Menge an Fusionsprotein gebunden 
werden kann, oder dass Effektorzellen nur erschwerten Zugang zum Zytokin haben. Beim 
Vergleich mit Ergebnissen, die mit antikörpergebundenem IL-2 erzielt wurden (Hank et al., 
2003; Sabzevari et al., 1994; Gillies et al., 1992) muss außerdem bedacht werden, dass in die 
erzielten Ergebnisse auch die ADCC stimulierende Wirkung des Fc-Antikörperteils 
hineinspielt (Gillies et al., 1992), der bei den in dieser Arbeit verwendeten single chain 
Antikörpern nicht mehr vorhanden ist. Andererseits besteht auch die Möglichkeit, dass die 
Stimulation der Gesamt-PBMZ durch die virusinfizierte Vakzine allein schon so stark ist, 
dass ein zusätzlicher Effekt durch das oberflächenpräsente IL-2 nicht mehr so stark ins 
Gewicht fällt. 
Die GM-CSF-Fusionsproteine zeigten ebenfalls nur eine geringe Steigerung in der 
antitumoralen Zytotoxizität im Vergleich zur NDV infizierten Vakzine. Auch hier könnte die 
geringe Konzentration ein Grund sein. Allerdings ist eine direkte Aktivierung von 
Zytotoxizität durch GM-CSF auch nicht unbedingt zu erwarten, da kaum direkte 
Stimulationsmechanismen von zytotoxischen Zellen durch GM-CSF existieren. Ein in vivo-
Effekt verläuft eher indirekt über die Generierung und Aktivierung von antigenpräsentierende 
Zellen. 
Es bleibt also festzuhalten, dass sowohl IL-2- als auch GM-CSF-Fusionsproteine im 
vorgestellten in vitro Testsystem schwächere Ergebnisse erbrachten als aufgrund von Daten 
anderer Publikationen zu erwarten war. Die Verwendung der zytokinproduzierenden 
5  Diskussion 
165 
rekombinanten Viren NDFL(IL-2) und NDFL(GM-CSF) erscheinen dagegen im Vergleich 
erfolgversprechender. 
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7 Anhang 
 
7.1 Versuche zum therapeutischen Erfolg der GM-CSF 
basierten, rekombinanten Virus Vakzine in vivo 
 
 
In der gezeigten Arbeit wurde die Vakzinierung mit neuartigen Newcastle Disease Viren, in 
die therapeutische Gene integriert wurden untersucht. Dabei kamen in vitro Methoden zum 
Einsatz, die zeigen konnten, dass diese Vakzinierungsform im Vergleich zur Wildtyp-Virus 
Vakzinierung Vorteile im Anti-Tumor-Effekt im Ganzen und in der Aktivierung von 
Immunzellen im Speziellen besitzt. 
Bei den folgenden Versuchen sollte untersucht werden, ob die Vakzinierung auch im 
lebenden Organismus funktioniert. Dabei wurden als Versuchstier die DBA-2 Mäuse gewählt, 
da in Verbindung mit Eb- und Esb-Tumoren ein gut etabliertes Maustumorsystem zur 
Verfügung stand. Für die GM-CSF basierte rekombinante Tumorvakzine sollte vor allem 
untersucht werden, ob sie in der Lage ist phagozytierende antigenpräsentierende Zellen zur 
Vakzinierungsstelle zu rekrutieren. Für die Analyse musste allerdings ein weiteres Virus unter 
gleichen Voraussetzungen wie bei den anderen Viren konstruiert werden, das als Gen murines 
GM-CSF (mGM-CSF) enthielt, da das humane GM-CSF aus NDFL(GM-CSF) keine 
funktionelle Homologie zum murinen GM-CSF (mGM-CSF) besitzt. Das Virus wurde 
NDFL(mGM-CSF) genannt. Als Kontrolle wurde weiterhin das Wildtypvirus NDFL(+) 
verwendet. 
 
7.1.1 Einführung des Virus NDFL(mGM-CSF) 
 
7.1.1.1 Replikation von NDFL(mGM-CSF) 
Zunächst sollte daher getestet werden, ob dieses neue Virus in der Lage ist, sich in 
Tumorzellen gleichermaßen zu replizieren wie die anderen Viren. Als Zielzellen wurde die 
nichtmetastasierende Maustumorlinie Eb und die passende metastasierende Variante Esb-Lci 
verwendet, wobei die Abkürzung Lci darauf hinweist, dass die Zellen stabil mit dem LacZ-
Gen transfiziert sind. Um die Ergebnisse mit den bisherigen vergleichen zu können, wurden 
parallel MCF-7 Zellen infiziert. Die Prozedur der Infektion war dieselbe wie zuvor 
beschrieben. 
Abbildung A1 zeigt den prozentualen Anteil der infizierten Zellen aus der 
Gesamtzellpopulation. Als Vergleich wurden die Zellen mit dem Wildtypvirus NDFL(+) 
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inkubiert. Als Indikator für die Virusreplikation wurde wiederum die Oberflächenexpression 
von viralem HN- und F-Protein untersucht. 
Abb. A1 Zellen der Zelllinien Eb, Esb-Lci und MCF-7 wurden mit 100 HU NDFL(+) oder  
NDFL(mGM-CSF) pro 1x107 Zellen für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Jeweils 5x105 Zellen wurden mit anti-
HN.B- bzw. anti-F-Erstantikörper und anschließend mit PE markiertem Ziege-anti-Maus-Zweitantikörper 
(ZαM-PE) gefärbt und das Replikationsverhalten der Viren anhand der Oberflächendichten der viralen Proteine 
in einem FACS-Gerät analysiert. 
 
 
Wie die Abbildung zeigt, ist das neue Virus in der Lage sich in allen verwendeten 
Tumorzellen zu replizieren. In den für das Maussystem erforderlichen Zelllinien Eb und Esb-
Lci zeigen NDFL(+) und NDFL(mGM-CSF) ein nahezu identisches Replikationsverhalten. 
Lediglich in der humanen Tumorzelllinie MCF-7 scheint die Replikation von NDFL(+) im 
Bezug auf die HN-Expression ein wenig schlechter zu sein als bei NDFL(mGM-CSF). 
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7.1.1.2 Expression von murinem GM-CSF durch NDFL(mGM-CSF) infizierte  
 Tumorzellen und seine biologische Aktivität 
 
Im nächsten Experiment sollte untersucht werden ob mit NDFL(mGM-CSF) infizierte 
Tumorzellen mGM-CSF exprimieren und ob dieses Genprodukt biologische Aktivität besitzt. 
Dazu wurden QM5 Zellen mit zwei Alantoisflüssigkeiten unterschiedlicher Titer an 
NDFL(mGM-CSF) infiziert. Der Viruszusatz durch in Probe 1 entspricht 12,8 HU, der in 
Probe 2 51,2 HU. Als Kontrolle diente die Alantoisflüssigkeit eines Eies ohne Virustiter. Die 
Zellkulturüberstände der infizierten Zellen wurden nach sieben Tagen in einem spezifischen 
ELISA für murines GM-CSF analysiert. Um die biologische Aktivität zu analysieren, sollte 
die Reifung von Dendritischen Zellen (DZ) aus Knochenmarkszellen von Mäusen mit Hilfe 
von Kulturüberständen infizierter Zellen untersucht werden. Dazu wurden frisch isolierte 
Oberschenkel-Knochenmarkszellen von DBA-2 Mäusen für 10 Tage mit Überständen von 
Esb-Lci Zellen, die für 72 Stunden mit NDFL(mGM-CSF) infiziert waren inkubiert. Als 
Negativ-Kontrollen wurden Überstände von NDFL(+) infizierten Esb-Lci Zellen, sowie reines 
Kulturmedium ohne mGM-CSF eingesetzt. Als Positiv-Kontrolle dienten Überstände von 
Zellen, die mGM-CSF aufgrund einer stabilen Transfektion exprimieren. Das Kulturmedium 
wurde alle 3 Tage durch frisches ersetzt. Nach 10 Tagen wurden die Zellen aus den 
Kulturplatten gespült und mit fluoreszenz-markierten Antikörpern gegen Maus-CD11c und 
Maus-MHC-I (H2Dd) auf die Gegenwart von Dendritischen Zellen untersucht. Aus den 
Grafiken in Abb. A2 ist ersichtlich, dass virusinfizierte QM5 Zellen in der Lage sind 
virusmengenabhängig große Mengen mGM-CSF zu produzieren, während die Inkubation mit 
Alantoisflüssigkeit ohne messbaren Titer kaum zu einer mGM-CSF-Produktion führt. Die 
Restproduktion der Negativkontrolle könnte von Spuren des Virus in der Flüssigkeit 
herrühren oder aber auch Hintergrund des ELISA sein. 
Abb. A2 B zeigt, dass Überstände von NDFL(mGM-CSF) infizierten Esb-Lci Zellen genauso 
wie die Positivkontrolle in der Lage sind, Dendritische Zellen aus Knochenmarksvorläufern 
zu generieren, was die Negativkontrollen nicht vermögen.  
NDFL(mGM-CSF) infizierte Tumorzellen exprimieren also mGM-CSF in biologisch aktiver 
Form. 
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Abb. A2 (A) 1x106 QM5-Zellen wurden mit zwei verschiedenen Proben von NDFL(mGM-CSF) haltiger 
Alantoisflüssigkeit für 7 Tage inkubiert. Der Zusatz aus Probe 1 entspricht 12,8 HU und der aus Probe 2  
51,2 HU. Als Kontrolle wurde Alantoisflüssigkeit eines Eies ohne Virustiter verwendet. Die Überstände wurden 
in einem mGM-CSF spezifischen ELISA analysiert. (B) 2x106 frisch präparierte Knochenmarkszellen von DBA-
2 Mäusen wurden in vier Gruppen in große Petrischalen ausgesät. Ihnen wurde x-vivo20-Medium, x-vivo20-
Medium mit 20% Überstand von 72 Stunden NDFL(+) infizierten Esb-Lci Zellen, x-vivo20-Medium mit 20% 
Überstand von mGM-CSF transfizierten Ag8653 Zellen (Positivkontrolle) oder x-vivo20-Medium mit 20% 
Überstand von 72 Stunden NDFL(mGM-CSF) infizierten Esb-Lci Zellen gegeben. Das Medium wurde alle 3 
Tage ausgetauscht. An Tag 10 wurden die Zellen entnommen, mit FITC-markiertem anti-Maus-CD11c und PE-
markiertem anti-H2Dd-Antikörper inkubiert und in einem FACS-Gerät auf doppelpositive Zellen hin untersucht. 
 
 
7.1.2 Rekrutierung von phagozytierenden Zellen durch intratumorale 
Applikation von NDFL(mGM-CSF) in vivo 
 
Es sollte nun untersucht werden, ob die Replikation von NDFL(mGM-CSF) zur Rekrutierung 
von phagozytierenden Zellen führt. Dazu wurden DBA-2 Mäusen Esb-MP Tumorzellen 
subkutan in die Flanke gespritzt. Diese Zelllinie ist das adhärente Äquivalent zu Esb. 
Nachdem der Tumor eine Größe von 5-7mm erreicht hatte, wurden in den Tumor 100HU 
NDV gespritzt. In die Flanke, ca. 2cm entfernt vom Tumor, wurden zeitgleich insgesamt 
7x106 FITC-markierte Polystyren-Partikel i.d. und s.c. (2 mal 3,5x106) injiziert.  
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Drei Gruppen von fünf  bis sechs Mäusen bekamen unterschiedliche intratumorale 
Injektionen, die in der folgenden Tabelle dargestellt sind: 
 
Gruppe intratumoral 
i.d./ 
s.c. 
1 PBS FITC-Partikel
2 NDFL(+) FITC-Partikel
3 NDFL(mGM-CSF) FITC-Partikel
 
Nach 4 Tagen wurden die Mäuse getötet und der Tumor, die Leber und die Milz präpariert. 
Nach mechanischer Homogenisierung des Materials wurden die enthaltenen FITC-markierten 
Partikel durch 48 stündige Inkubation in Aceton aufgelöst und der Farbstoff freigesetzt. 
Durch fluorometrische Vermessung und Vergleich mit einer Standardkurve konnte festgestellt 
werden, wie viele Partikel in das jeweilige Gewebe eingewandert sind. Die Daten der 
einzelnen Mäuse sind in Abb. A3 dargestellt. 
Abb. A3 DBA-2 Mäusen wurden 2x105 Esb-MP Tumorzellen subkutan in die Flanke gespritzt. Nachdem 
der Tumor eine Größe von 5-7mm erreicht hatte wurden die Mäuse in drei Gruppen geteilt, in denen entweder 
PBS, 100HU NDFL(+) oder 100HU NDFL(mGM-CSF) intratumoral appliziert wurde. 2cm entfernt vom Tumor 
wurden zeitgleich insgesamt 7x106 FITC-markierte Polystyren-Partikel i.d. und s.c. (2 mal 3,5x106) in die Flanke 
gespritzt. Nach 4 Tagen wurden die Mäuse getötet und der Tumor, die Leber und die Milz präpariert. Nach 
mechanischer Homogenisierung des Materials wurden die FITC-markierten Partikel durch 48 stündige 
Inkubation in Aceton aufgelöst und der Farbstoff freigesetzt. Durch Fluorometrie der geklärtem Überstände und 
Vergleich mit einer Standardkurve der Partikel konnte die Partikelzahl im jeweiligen Gewebe festgestellt 
werden. 
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Wie zu erkennen ist, sind die Partikelzahlen in den Milzen und Lebern aller Mäuse 
vergleichbar. Die Lebern reichern im Vergleich zur Milz vermehrt Farbstoff an, was 
vermutlich an der Schadstoff-abbauenden Funktion der Leber liegt. 
In den Tumoren der meisten Mäuse konnte unabhängig von der Art der intratumoralen 
Injektion keine Anreicherung von fluoreszierendem Farbstoff gemessen werden. Eine 
Ausnahme bildet dabei Maus 16 aus der Gruppe, der NDFL(mGM-CSF) injiziert wurde. Hier 
tritt eine sehr hohe Anreicherung von Farbstoff auf. Eine Rekrutierung von phagozytierenden 
Zellen, die den Farbstoff in der Peripherie aufgenommen und in den Tumor getragen haben 
scheint somit unter bestimmten Bedingungen möglich zu sein. 
Da das Ergebnis des Experiments sowohl von der Aufnahme der Partikel durch 
phagozytierende Zellen, als auch von der anschließenden Migration dieser Zellen in den 
Tumor abhängig ist, sollte das Protokoll vereinfacht werden, um Fehlerquellen zu reduzieren. 
 
 
7.1.3 Markierung von Dendritischen Zellen in vitro 
 
Um die phagozytotische Aufnahme der markierten Partikel als Fehlerquelle auszuschalten, 
sollten Dendritische Zellen der Maus in vitro mit Partikeln markiert und anschließend in 
syngene Mäuse zurückgegeben werden. 
Dazu wurden Knochenmarkszellen von DBA-2 Mäusen in Zellkultur mit mGM-CSF haltigen 
Überständen, wie in Material und Methoden beschrieben zur Reifung gebracht. 
Die Dendritischen Zellen wurden nach 10 Tagen geerntet und mit einem Überschuss an 
FITC-markierten Polystyren-Partikeln für 2 Stunden oder über Nacht inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen mehrfach gewaschen, mit PE markiertem anti-Maus-CD11c-
Antikörper inkubiert und in einem FACS-Gerät analysiert. Das Ergebnis ist in Abb. A4 A 
dargestellt.  
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Abb. A4 Knochenmarkszellen von DBA-2 Mäusen wurden mit x-vivo20 Medium+ 20% mGM-CSF 
haltigem Überstand von mGM-CSF transfizierten Ag8653 Zellen zur Reifung gebracht. Nach 10 Tagen wurden 
die generierten Dendritischen Zellen (DZ) geerntet und mit einem Überschuss an FITC-markierten Polystyren-
Partikeln für 2 Stunden oder über Nacht unter Schütteln bei 37°C inkubiert. (A) Markierte DZ wurden mit PE 
markiertem anti-Maus-CD11c-Antikörper inkubiert und in einem FACS-Gerät analysiert. (B) DZ aus der 
Eingrenzung R3 und R4 der Über-Nacht-Markierung wurden aussortiert und getrennt voneinander durch 
Zytospin auf Objektträger aufgebracht. Nach Inkubation mit Cy3-markiertem anti-Maus-CD11c Antikörper und 
Hoechst 33342 Reagenz wurden sie im Fluoreszenzmikroskop analysiert. 
 
 
Man kann erkennen, dass die Effizienz der Markierung durch eine Verlängerung der 
Inkubationszeit verbessert werden kann. Die FITC/PE doppelpositiven Zellen aus der 
Eingrenzung R3 und R4 wurden aussortiert. Abb. A4 B zeigt die aussortierten Dendritischen 
Zellen aus der Über-Nacht Markierung in einer Fluoreszenzfärbung. Die DZ ohne Partikel 
entsprechen der Eingrenzung R4, die partikelmarkierten der Eingrenzung R3 aus Abb. A4 A.  
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Man sieht deutlich, dass die Dendritischen Zellen der Maus in der Lage waren die Partikel 
durch Phagozytose aufzunehmen. Die Zellen aus R3 der Über-Nacht Markierung wurden für 
ein weiteres Mausexperiment verwendet. 
 
 
7.1.4 Rekrutierung von in vitro markierten Dendritischen Zellen durch 
 intratumorale Injektion von NDFL(mGM-CSF) in vivo 
 
Es sollte nun untersucht werden, ob die intratumorale Injektion von NDFL(mGM-CSF) in der 
Lage ist, die in vitro markierte Dendritische Zellen in den Tumor zu rekrutieren, wenn diese 
in die Maus zurückgegeben werden. Um die Signifikanz des therapeutischen Gens 
herauszustellen, wurden jeder Maus diesmal zwei Tumoren gesetzt, wovon einer 
NDFL(mGM-CSF) und der andere NDFL(+) injiziert bekam. 
Es wurden fünf Mäusen subkutan jeweils 5x106 Eb Tumor Zellen in die linke und rechte 
Flanke gespritzt. Die Tumorzelllinie wurde gewählt, da sie nicht so aggressiv wächst, wie die 
Esb-Varianten und auch keine Metastasen bildet, was das Ergebnis beeinflussen könnte. 
Parallel dazu wurde aus dem Knochenmark syngener Tiere Dendritische Zellen mit mGM-
CSF haltigen Überständen generiert. 
Nach sieben Tagen hatten die Tumoren etwa eine Größe von 5-7mm und 100 HU des 
jeweiligen Virus wurde intratumoral appliziert. Gleichzeitig wurden 4x105 der zuvor mit 
FITC-markierten, Partikeln beladenen Dendritischen Zellen in einem Volumen von 200µl 
PBS i.v. in die Schwanzvene gespritzt. 
An Tag 4 nach den Injektionen wurden die Mäuse getötet, die Tumoren und die Milz 
präpariert, gewogen und mechanisch homogenisiert. Nach 48 stündiger Inkubation in reinem 
Aceton konnten die geklärten Überstände der einzelnen Organaufschlüsse in einem 
Fluorometer vermessen und mit einer Eichkurve verglichen werden, um die Anzahl der 
aufgenommenen Partikel pro Gramm Gewebe zu bestimmen. 
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Abb. A5 (A) Aus Knochenmarkszellen von DBA-2 Mäusen wurden über 10 Tage mit x-vivo20 Medium + 
20% mGM-CSF haltigem Überstand von mGM-CSF transfizierten Ag8653 Zellen Dendritische Zellen generiert 
und über Nacht mit einem Überschuss an FITC markierten Polystyren Partikeln beladen. Parallel wurden fünf 
DBA-2 Mäusen jeweils 5x106 Eb Tumor Zellen subkutan in die linke und rechte Flanke injiziert. Bei einer 
Tumorgröße von 5-7mm wurde den Mäusen 100HU NDFL(+) in den Tumor der linken und 100HU 
NDFL(mGM-CSF) in den Tumor der rechten Flanke sowie 4x105 der zuvor mit FITC-markierten, Partikeln 
beladenen Dendritischen Zellen in einem Volumen von 200µl PBS i.v. in die Schwanzvene gespritzt.  
An Tag 4 nach den Injektionen wurden die Mäuse getötet, die Tumoren und die Milz präpariert, gewogen und 
mechanisch homogenisiert. Nach 48 stündiger Inkubation in reinem Aceton konnten die geklärten Überstände 
der einzelnen Organaufschlüsse in einem Fluorometer vermessen und mit einer Eichkurve verglichen werden, 
um die Anzahl der aufgenommenen Partikel pro Gramm Gewebe zu bestimmen (B + C). 
Partikelzahlbestimmung abzüglich der Fluoreszenzwerte von entsprechendem Mausgewebe ohne jegliche 
Behandlung. 
 
Die Fluoreszenz-Werte wurden auf entsprechendes Gewebe von unbehandelten Mäusen 
normalisiert.  
Wie man in Abb. A5 B erkennen kann, zeigen drei der fünf Mäuse eine Einwanderung von 
Dendritischen Zellen in den Tumor nach Virusinjektion. Allerdings ist die Intensität dieser 
Einwanderung nicht abhängig vom therapeutischen Gen mGM-CSF, da Maus #1 und #2 eine 
bessere Migration in den Tumor mit NDFL(+) Injektion und Maus #4 in den Tumor mit 
NDFL(mGM-CSF) Injektion zeigen. Es scheint als ob die Virusinjektion allein schon zu einer 
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verbesserten Infiltration des Tumors durch Dendritische Zellen führt, die durch die Gabe von 
mGM-CSF nicht noch weiter signifikant gesteigert werden kann. 
 
 
7.2 Versuche zum therapeutischen Erfolg der IL-2 basierten, 
rekombinanten Virus Vakzine in vivo 
 
Bei den folgenden Versuchen sollte untersucht werden, ob die Vakzinierung mit NDFL(IL-2) 
Aussicht auf therapeutischen Erfolg hat. Dabei wurde als Versuchstier abermals die DBA-2 
Maus und das Eb- und Esb-Tumor-System verwendet. Im Gegensatz zu GM-CSF besitzen 
humanes und murines IL-2 eine gute funktionelle Homologie, so dass NDFL(IL-2) 
problemlos in der Maus eingesetzt werden kann.  
Es sollte vor allem untersucht werden, ob die Produktion von IL-2 durch das sich 
replizierende Virus in der Lage ist, Immunzellen so zu aktivieren, dass tumorspezifische 
zytotoxische Zellen generiert werden. Die Versuche schlossen das Virus NDFL(mGM-CSF) 
ebenfalls mit ein. Als Kontrolle wurde wiederum das Wildtypvirus NDFL(+) verwendet. 
In den Experimenten wurde in fünf verschiedenen Gruppen versucht, tumorspezifische 
Effektorzellen zu generieren. Dabei wurden unterschiedliche Arten von Vakzinezellen 
verwendet, um dieses Ziel zu erreichen. Die Basis der Vakzine waren Esb-Lci Zellen, die als 
künstliches Tumorantigen das LacZ-Gen auf der Oberfläche exprimierten und mit 100 Gy 
bestrahlt waren. Die Tiere der Gruppen I-IV bekamen entweder nur 2x107 dieser Zellen (I), 
NDFL(+) infizierter Zellen (II), NDFL(mGM-CSF) infizierter Zellen (III) oder NDFL(IL-2) 
infizierter Zellen (IV). Die Virusdosis betrug dabei 30 HU pro 1x107 Zellen. Die Injektion 
erfolgte intraperitoneal. Gruppe V war die Kontrollgruppe, in der die Mäuse 5x104 lebende 
Esb-Zellen in das Ohrläppchen injiziert bekamen. Nachgewiesenermaßen ist diese Stelle 
besonders gut für eine effiziente Aktivierung des Immunsystems geeignet. Die lebenden 
Zellen können hier keinen Tumor ausbilden (Jurianz et al., 1998).  
Jede Gruppe bestand aus 3 Mäusen. Nach 10 Tagen bekamen die Mäuse eine zweite 
intraperitoneale Injektion mit 1x107 bestrahlten Esb-Lci Zellen. 
Nach weiteren drei Tagen wurden drei Mäuse jeder Gruppe getötet und ihre Bauchhöhlen mit 
PBS ausgespült. Die sich darin befindenden peritonealen Effektorzellen (PEZ) wurden isoliert 
und in einem 51Chrom basierten Zytotoxizitäts-Assay eingesetzt. Als Zielzellen wurden dabei 
die zuvor eingesetzten Esb-Lci Zellen, P815 Zellen, die kein LacZ tragen und damit 
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unangreifbar sein sollten und P13 Zellen (P815 Zellen transfiziert mit dem LacZ-Gen) 
verwendet. 
 Die Ergebnisse des Zytotoxizitäts -Assays mit verschiedenen Verhältnissen von Effektorzelle 
(PEZ) zu Zielzelle (Z) sind in Abb. A6 gezeigt. 
Abb. A6 DBA-2 Mäuse wurden in fünf verschiedenen Gruppen a drei Tieren eingeteilt. Den Tieren der 
Gruppen wurden mit 100 Gy bestrahlte Esb-Lci Zellen (Esb transfiziert mit LacZ) als Vakzinezellen gegeben die 
unterschiedlich modifiziert waren. Neben 2x107 nicht infizierten Zellen wurden 2x107 mit  NDFL(+) infizierte, 
2x107 mit NDFL(mGM-CSF) infizierte oder 2x107 mit NDFL(IL-2) infizierte Zellen gegeben. Die Virusdosis 
betrug dabei 30 HU pro 1x107 Zellen. Die Injektion erfolgte intraperitoneal. Die Kontrollgruppe bekam 5x104 
lebende Esb-Lci Zellen in das Ohrläppchen injiziert. Nach 10 Tagen erfolgte eine zweite intraperitoneale 
Injektion mit 1x107 bestrahlten unmodifizierten Esb-Lci Zellen. 
Nach weiteren drei Tagen wurden die Mäuse jeder Gruppe getötet und ihre Bauchhöhlen mit PBS ausgespült. 
Die sich darin befindenden peritonealen Effektorzellen (PEZ) wurden isoliert und in verschiedenen PEZ : 
Zielzellen Verhältnissen in einem 51Chrom basierten Zytotoxizitäts-Assay eingesetzt. Zielzellen waren dabei die 
zuvor eingesetzten Esb-Lci Zellen, P815 Zellen ohne LacZ und P13 Zellen (P815 Zellen transfiziert mit dem 
LacZ-Gen). Die freigesetzte Radioaktivität wurde nach vier Stunden analysiert und in spezifische Lyse 
umgerechnet.  
  
 
Wie in der Abbildung dargestellt, zeigen nur die Mäuse mit Ohrimmunisierung eine lytische 
Aktivität. Dies gilt jedoch für alle drei Zielzellen, obwohl die Erst- und Zweitimmunisierung 
mit Esb-Lci Zellen durchgeführt wurde. Das Phänomen scheint also nicht spezifisch zu sein. 
Ansonsten ist nur in der Mausgruppe, deren PEZ gegen Esb-Lci getestet wurden eine 
spezifische Lyse zu erkennen, die jedoch mit unter 10% sehr gering ausfällt. Außerdem sind 
keine Unterschiede auffällig wenn man Esb-Lci, Esb-Lci + NDFL(+), Esb-Lci + 
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NDFL(mGM-CSF) und NDFL(IL-2) miteinander vergleicht. Die in das virale Genom 
integrierten therapeutischen Gene scheinen also mit diesem Versuchsprotokoll keine 
Verbesserung der Vakzinierung zu erzielen. 
 
 
7.3  Die Rolle von BDCA-2 bei der durch NDV ausgelösten 
IFN-α Ausschüttung Plasmazytoider Dendritischer Zellen 
(PDZ)  
 
Plasmazytoide Dendritische Zellen (PDZ) produzieren, wie in Abschnitt 4.6.9 gezeigt, große 
Mengen IFN-α, wenn sie mit NDV in Berührung kommen. Vermutlich wird dies über 
Oberflächenmoleküle gesteuert, die das Virus erkennen und so eine Signalkaskade auslösen, 
die zur Ausschüttung von IFN-α führt. Der Mechanismus und die verantwortlichen 
Oberflächenmoleküle sind derzeit noch nicht bekannt. Im Verdacht, Auslöser dieser 
Interferonantwort zu sein, stehen Lektine, die in der Lage sind Oberflächenstrukturen auf 
Zellen zu erkennen und dann ein Signal ins Zellinnere zu senden. Aber auch Toll-Like-
Rezeptoren (TLR) sind Kandidaten für die Rolle des Oberflächenrezeptors für NDV. Nach 
der Entdeckung der zwei neuen Oberflächenmoleküle BDCA-2 und BDCA-4 auf PDZ, wobei 
BDCA-2 eine Lektinfunktion besitzt, entstand die Frage, ob das Molekül BDCA-2 für den 
Oberflächenrezeptor in Frage kommt. Im Folgenden sind anfängliche Experimente zu dieser 
Fragestellung aufgeführt. 
 
 
7.3.1 Blockierung von BDCA-2 während der Stimulation von PDZ  
 mit NDV 
 
Wie in Abb. 42 in Abschnitt 3.6.9 gezeigt, produzieren nur CD123+/BDCA-4+/BDCA-2+ PDZ 
IFN-α wenn sie durch NDV stimuliert werden. Um zu zeigen, dass BDCA-2 dabei die Rolle 
des Rezeptors übernimmt, wurden PDZ einer FACS-Sortierung aus PBMZ eines gesunden 
Spenders 16 Stunden mit NDV inkubiert. Der Kultur wurden 10µg/ml blockierender anti-
BDCA-2-Antikörper (IgG1) zugesetzt. Als Kontrolle wurde ein unspezifischer Antikörper 
(HD-20) mit ebenfalls IgG1 Isotyp in der gleichen Konzentration verwendet. Das Ergebnis 
zeigt Abb. A7. 
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Abb. A7 Humane PBMZ eines gesunden Spenders wurden mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern gegen 
BDCA-4 und CD123 inkubiert. Aus der anschließenden FACS-Messung wurden drei verschiedene Fraktionen 
aussortiert (R2-4), die durch PI-Seperation nur lebende Zellen enthielten. Neben den drei Fraktionen wurden die 
ursprünglichen PBMZ als weitere Fraktion mitgeführt. 5x104 Zellen jeder Fraktion wurden ausgesät und über 16 
Stunden mit 10HU NDV und gegebenenfalls 10µg/ml anti-BDCA-2 oder Isotypkontrollantikörper bei 37°C 
inkubiert. Die Überstände der Zellen wurden in einem IFN-α spezifischen ELISA analysiert. 
 
 
 
Die Ausschüttung von IFN-α ist durch die Blockierung mit anti-BDCA-2 Antikörper nahezu 
komplett abgestellt worden. Die Zellen zeigen nur noch eine minimale Expression des 
Zytokins. Allerdings ist auch zu erkennen, dass die Isotypkontrolle einen ähnlichen, wenn 
auch nicht so starken Effekt in der Blockierung der Antwort hat. 
Möglich wäre also auch, dass das Phänomen der Blockierung allein oder in Kombination mit 
Fc-Rezeptoren zustande kommt, die die Fc-Teile der verwendeten Antikörper erkennen. 
 
 
7.3.2 Erstellung von F(ab)2-Antikörperfragmenten zum Ausschluss einer  
 Fc-Rezeptor vermittelten Blockade der IFN-α Ausschüttung 
 
Um ausschließen zu können, dass die gefundene Blockade der IFN-α Antwort durch Fc-
Rezeptoren und nicht durch die Spezifität des BDCA-2 Antikörpers zustande kommt, sollten 
von dem verwendeten anti-BDCA-2 Antikörper und seiner Isotypkontrolle HD20 F(ab)2 
Fragmente erstellt werden, denen der Fc-Teil und damit die Fähigkeit zur Fc-
Rezeptorbindung fehlt. 
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Dazu wurden die entsprechenden Antikörper auf einer Säule verdaut, die das Enzym Ficin 
matrixgekoppelt enthielt. Das Eluat der Säule wurde anschließend über eine Protein-A-Säule 
gegeben, die alle Fc-haltigen Bestandteile herausfiltert und nur das reine F(ab)2 Fragment des 
jeweiligen Antikörpers abgibt. Das endgültige Ergebnis des Verdaus beider Antikörper und 
die Aufreinigung des HD-20 Isotyp-Antikörpers sind in Abb. A8 dargestellt. 
Abb. A8 Die Antikörper anti-BDCA-2 und HD20 (Isotypkontrolle) wurden auf eine Säule geladen an deren 
Matrix Ficin gekoppelt war. Nach Inkubation für 22 Stunden bei 37°C wurde die Säule eluiert. Das Eluat wurde 
auf eine Protein-A-Säule geladen und der Durchlauf, die Waschschritte und das Eluat in Fraktionen gesammelt. 
Die Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben. (A) 50µl jeder Fraktion wurden bei 280nm im Photometer 
vermessen. (B) Die gesammelten Fraktionen, sowie der Originalantikörper und das Eluat der Ficin-Säule wurden 
auf ein 12,5% SDS-Gel geladen und die enthaltenen Proteine über Western-Blot und Silbergelfärbung sichtbar 
gemacht. Dargestellt ist exemplarisch der Verdau des HD20 Antikörpers. (C) Nach Dialyse und 
Aufkonzentrierung wurden beide Originalantikörper, die Eluate der Ficin-Säule sowie Durchlauf und Eluat der 
Protein-A-Säule auf ein 6% Gel ohne denaturierendes Detergenz geladen und die enthaltenen Proteine über 
Western-Blot und Silbergelfärbung sichtbar gemacht. 
 
 
 
Sie zeigt, dass die Proteine zum Ende der Elution von der Säule laufen (A und B) und die 
Fragmente deutlich kleiner sind als ihre Originalantikörper (C). Die Protein-A-Säulen Eluate 
sind sehr sauber und wurden nach dem Zusammenfassen und Aufkonzentrieren der Proben 
für weitere Experimente eingesetzt. 
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Um zu zeigen, dass das F(ab)2-Fragment des anti-BDCA-2 Antikörpers genauso gut an PDZ 
binden kann, wie der parentale Antikörper wurden PBMZ eines gesunden Spenders mit PE 
markiertem anti-BDCA-4 und APC markiertem anti-HLA-DR Antikörper und anschließend 
mit dem unmarkierten anti-BDCA-2- oder Isotypkontroll-Antikörper bzw. ihren F(ab)2-
Fragmenten inkubiert. Die Detektion des BDCA-2 Signals erfolgte durch Inkubation mit 
einem leichtkettenspezifischen fluoreszenzmarkierten Zweitantikörper (anti-kappa-FITC).  
Das Ergebnis ist in Abb. A9 dargestellt. 
Abb. A9 PBMZ eines gesunden Spenders wurden mit PE markiertem anti-BDCA-4 und APC markiertem 
anti-HLA-DR Antikörper und dann mit dem unmarkierten anti-BDCA-2- oder Isotypkontroll-Antikörper bzw. 
ihren F(ab)2-Fragmenten inkubiert. Die Detektion des BDCA-2 Signals erfolgte durch Inkubation mit einem 
kappa-leichtkettenspezifischen fluoreszenzmarkierten Zweitantikörper (anti-kappa-FITC). Die Abbildung zeigt 
nur lebende Zellen nach PI-Diskriminierung. 
 
 
Parentaler anti-BDCA-2 Antikörper und das entsprechende F(ab)2 Fragment zeigen die 
gleichen Bindungseigenschaften an PDZ, die durch BDCA-4 und HLA-DR hinreichend 
genug charakterisiert sind. Die Intensität der Fluoreszenz ist gleich stark, wobei sowohl für 
die Isotypkontrolle als auch ihr F(ab)2-Fragment kein Fluoreszenzsignal nachzuweisen ist. Es 
sollte hier also zu keiner Bindung an PDZ kommen. 
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7.3.3 Blockierung von BDCA-2 während der Stimulation von PDZ mit 
NDV mit den erstellten F(ab)2 Fragmenten 
 
Es sollte nun untersucht werden, ob es möglich ist mit den erstellten Fragmenten die IFN-α 
Produktion von PDZ nach Stimulation mit NDV zu unterbinden, wobei die Isotypkontrolle 
dann keinen Einfluss auf die Produktion haben sollte. 
Dazu wurden PDZ aus PBMZ eines gesunden Spenders durch MACS Technologie isoliert. 
Die PDZ wurden mit anti-BDCA-4 Antikörper markiert und mit magnetischen Partikeln, auf 
deren Oberfläche ein anti-Maus-Antikörper gebunden ist, isoliert. 1x105 PDZ wurden pro 
Well ausgesät und mit 1,5 µg des jeweiligen Antikörpers oder Antikörperfragments und 
10HU NDV für 16 Stunden inkubiert. Die Überstande wurden mit Hilfe eines IFN-α 
spezifischen ELISA analysiert. Die Ergebnisse sind in Abb. A10 dargestellt. 
 
Abb. A10 Aus PBMZ eines gesunden Spenders wurden durch MACS Technologie PDZ isoliert. Dies geschah 
durch Markierung der Zellen mit anti-BDCA-4 Antikörper und anschließender Inkubation mit magnetischen 
Partikeln, auf deren Oberfläche ein anti-Maus-Antikörper gebunden war. Nach magnetischer Separation wurden 
1x105 PDZ pro Gruppe in Duplikaten ausgesät und mit 1,5 µg des BDCA-2 oder Isotypkontroll-Antikörper bzw. 
ihren F(ab)2-Fragmenten in Gegenwart von 10HU NDV für 16 Stunden inkubiert. Die Überstände wurden mit 
Hilfe eines IFN-α spezifischen ELISA analysiert. 
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Das BDCA-2 F(ab)2 Fragment ist in der Lage die Expression von IFN-α um etwa 30% zu 
senken. Allerdings blockiert es sie nicht komplett, wie es der parentale Antikörper vermag. 
Ein verwunderliches Ergebnis liefert in diesem Zusammenhang die Isotypkontrolle. Ihr F(ab)2 
Fragment kann die Ausschüttung von IFN-α komplett inhibieren, während der parentale 
Antikörper so gut wie keinen Einfluss darauf hat. Dieses Ergebnis wurde durch 
Wiederholungs- und Kontrollexperimente bestätigt. Es konnte jedoch nicht geklärt werden, 
was der Grund für dieses seltsame Resultat sein könnte. Verunreinigendes Fc-Spaltfragment 
in der Präparation würde bei beiden F(ab)2 Fragmenten zu einer Blockierung führen. Die 
einzige Erklärung könnte ein unterschiedlich hoher Grad der Fc-Verunreinigung in den 
beiden Proben sein. Da die Isotypkontrolle stärker konzentriert war und somit eventuell 
stärker Fc-belastet ist, ist diese Ursache möglich. Allerdings hätte die parentale 
Isotypkontrolle dann auch eine Blockierung hervorrufen müssen. 
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